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Résume

Ce travail a pour but la mise en évidence de ’activité antibactérienne et la production de
molécules antibactériennes de deux nouvelles souches d’actinobactéries du genre Streptomyces
nommeé : Al2 (isolée a partir du sol de la province de Masaka en Uganda) et G46 (isolée a partir
d’un sol d’une palmeraie d’El Atteuf).La souche A12 est taxonomiquement rapprochée a 1’especes
S. samsunensis M1463T avec un pourcentage de similarité de 99.50%. L’étude de I’activité
antibactérienne testée contre 23 souches bactériennes cible sur milieu ISP2 solide révele que la souche A12
posséde une activité importante contre six bactéries a Gram positif : Bacillus subtilis (ATCC 6633), Listeria
monocytogenes (ATCC 13932), Staphylococcus aureus (43300), Staphylococcus aureus (25923),
Staphylococcus aureus (639c) et Staphylococcus aureus (MRSA 2). La souche G46 posséde une activité
antibactérienne contre les mémes bactéries test utilisé par la souche A12.Les cinétiques de production des
antibiotiques ont été menées en milieux liquides ISP2 et
Bennett pendant 10 jours et le jour optimal de production a ainsi été déterminé pour chaque souche
par la méthode de diffusion en puits qui a montré que la meilleure activité antibactérienne est
observée le cinquiéme jour pour la souche Al12, et le troisiéme jour pour la souche G46. Les
antibiotiques ont été extraits par quatre solvants organiques et les meilleurs solvants d’extraction
ont été déterminés par antibiographie contre Listeria monocytogenes (ATCC 13932) dont le

meilleur résultat est obtenu en utilisant ’acétate d’éthyle.

Mots clés : Actinobactérie, Streptomyces, Molécules Antibactériennes, Staphylococcus aureus,

Listeria monocytogenes, acétate d’éthyle.



Abstract

The goal of this work is to study the antibacterial activity and the production of antibacterial
molecules of two new strains of actinobacteria of the genus Streptomyces named respectively, A12
isolated from sandy soil from Masaka province in Uganda and G46 isolated from a soil of a palm
grove of El Atteuf.The Strain A12 belonged to the genus Streptomyces and it’s taxonomically
closest to S. samsunensis M1463" with a percentage of similarity of 99.50%. The study of the
antibacterial activity tested against 23 target bacteria on solid ISP2 medium revealed that the strain
Al2 has an important activity against six Gram positive bacteria: Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Listeria monocytogenes (ATCC 13932), Staphylococcus aureus (43300), S. aureus (25923), S.
aureus (639c) and S. aureus (MRSA 2). The strain G46 has the same antibacterial activity against
bacteria tested by strain A12.The production Kinetics of antibiotics were carried out in liquid media
ISP2 and Bennett for 10 days and the optimal day of production for each strain by the well diffusion
method which showed that the better antibacterial activity for A12 was observed on the fifth day
and the third day for strain G46. The antibiotics were extracted with four organic solvents and the
best extraction solvent were determined by antibiography against Listeria monocytogenes (ATCC

13932). The best result is obtained using ethyl acetate.

Key words: actinobacteria, Streptomyces, antibacterial molecules, Staphylococcus aureus, Listeria

monocytogenes, ethyl acetate.
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Introduction



Les actinobactéries forment un grand nombre des microorganismes procaryotes appartenant
a I'Ordre des Actinomycetales. Cet ordre regroupe des bactéries a Gram positif ayant un pourcentage
de guanine-cytosine élevé (supérieur a 55%) qui les différencie des autres bactéries (Goodfellow,
2012). Les actinobactéries renferment un groupe des bactéries filamenteuses (ramifiées en
mycélium de structure analogue a celle des champignons). Mais malgré leur aspect morphologique,
leur physiologie et leur organisation cellulaire sont de type procaryote et confirment leur
classification parmi les bactéries (Bousseboua, 2002).

L’importance des actinobactéries a de tout temps ¢été soulignée dans divers domaines :
industriel, médical et vétérinaire, 1’agriculture et 1’agro-alimentaire (George et al., 2012; Solecka et
al., 2012). Les actinobactéries sont surtout réputés pour leur grande capacité a produire des
antibiotiques: environ 70% des molécules actives d'origine microbienne (Okami et Hotta, 1988).
Les actinobactéries, surtout celles qui ont une structure mycélienne, en particuliers le genre
Streptomyces sécrétent prés de la moitié des antibiotiques naturels d’origine microbienne (Solecka
et al., 2012). D’autres molécules bioactives sont également sécrétées par ce groupe microbien, telles

que les enzymes, les vitamines, les insecticides, les herbicides, etc. (Genilloud et al., 2011).

Depuis que I’utilisation répandue de la chimiothérapie antimicrobienne a commencé dans les
années 1950, il est apparu, grace a la surveillance des résistances, que presque tous les
microorganismes pathogenes avaient développé une résistance a des agents chimiothérapeutiques
ceci en grande partie en raison de leur mauvaise utilisation. Quelques germes pathogenes ont
développé une résistance a tous les agents antimicrobiens connus. Pour cela et en premier lieu, la
biodiversit¢ est exploitée. L’isolement de Streptomyces a partir d’écosystémes permet
éventuellement, la découverte de souches pouvant avoir un potentiel de production d’antibiotiques
élevé ou inexploité (Groth et al., 1999; Rajan et Kannabiran, 2010). En plus, I’utilisation de
bactéries résistantes aux antibiotiques comme germes tests peut conduire a la découverte de

molécules efficaces qui peuvent étre nouvelles (Oiwa, 1992; Rajan et Kannabiran, 2010).

Dans cette méme approche, I’objectif du présent travail est d’étudier 1’activité
antibactérienne de deux nouvelles souches d’actinobactéries du genre Streptomyces Al2 isolés a
partir du sol de la province de Masaka en Uganda et G46 a partir d’un sol d’une palmeraie d’El
Atteuf contre 23 souches pathogénes collecté au niveau de L’établissement publique hospitalier
d’El Meniaa et le Laboratoire de Biologie des Systemes Microbiens (LBSM) de 1’Ecole Normale
Supérieure de Kouba, Alger.
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Revue bibliographique

I. ACTINOBACTERIES
1. Détermination des actinobactéries

1.1. Définition de I'Ordre des Actinomycetales

Dans les précédentes éditions du manuel de détermination bactériologique de Bergey (1989
et 1994), I'Ordre des Actinomycetales était défini comme regroupant des bactéries & Gram positif
qui tendent a former un véritable mycélium ramifié. Dans 1’édition (Bergey de
2004) et du fait de 1’adoption des caractéristiques génétiques en taxonomie, plusieurs formes
bactériennes non mycéliennes ont été rattachées a cet Ordre sur la base de leurs parentés
phylogénétiques avec les autres membres de ce groupe. Ainsi, dans cette méme édition, 1’Ordre des
Actinomycetales est défini comme regroupant des bactéries a Gram positif ayant un taux élevé
en guanine + cytosine (G + C) dans leur patrimoine génétique (supérieur a 55 %) et qui forment
un groupe homogene sur la base des données de la biologie moléculaire (séquencage de I’ADN
ribosomique 16S, hybridation ADN-ADN).

La plupart des actinobactéries sont terrestres, certaines especes sont marines (Mincer et al.,
2002). Les actinobactéries sont répandus dans l'environnement et la plupart des espéces sont
chimioorganotrophes, aérobies, mésophiles et croissent de fagcon optimale dans la gamme de pH 5,0
a 9,0 avec une proximité optimale a la neutralité (Williams et Wellington, 1982; Goodfellow et
Williams, 1983 In Kerbab, 2012). Les facteurs importants contrélant I'abondance et I'activité des
actinobactéries dans le sol sont : la disponibilité des nutriments, la nature et I'abondance de la
matiere organique, la salinité, la teneur en humidité relative, la température, le pH et la végétation
du sol (Goodfellow et Williams, 1983 In Kerbab, 2012).

1.2. Taxonomie des actinobactéries

La taxonomie des actinobactéries est basée sur un ensemble de caractéres morphologiques,
physiologiques, chimiotaxonomiques et génomiques. L’ensemble des caractéristiques de chaque
taxon bactérien est répertorié dans le Manuel de Bergey, dont le plus réecent comprend un volume en

deux parties dédié aux Actinobacteria (Goodfellow et al., 2012).

1.2.1. Critéres morphologiques

Les caracteres morphologiques importants permettant de différencier les genres

d’actinobactéries entre eux, sont les suivants:
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1.2.1.1. Caractéres macromorphologiques (ou culturaux)

Ces caractéres reposent sur la production ou non d’un mycelium aérien (MA), la présence
d’un mycélium du substrat (MS), la production ou non de pigments mélanoides, ainsi que la
détermination de la couleur du MA, du MS et des pigments diffusibles. Les couleurs sont souvent

déterminées grace a I’utilisation de chartes de couleurs (Tomatia, 2010).

1.2.1.2. Caractéres micromorphologiques

IIs consistent a déterminer par observation directe au microscope optique (objectifs 10 et 40)
des cultures poussant sur les milieux gélosés. Certains détails nécessitent I’observation entre lame et
lamelle en utilisant I’objectif 100 du microscope optique ou parfois 1’utilisation du microscope
électronique a balayage ou a transmission (Tresner et al., 1961; Holt et al., 1994 In Tomatia, 2010).
Les observations portent sur le MA et le MS (Tomatia, 2010)

= Mycélium aérien (MA)

Le mycélium aérien peut étre stérile, fragmenté ou sporulant. Les spores sont généralement
non mobiles, isolées ou regroupées par deux, par quatre ou en chaines plus ou moins longues. Les
spores peuvent étre sessiles ou portées par des sporophores courts ou longs ou encore formées
anarchiquement sur le MA. Chez le genre Streptomyces, les chaines de spores peuvent étre droites a
flexueuses (type RF = Rectus Flexibilis), en crochets ou en boucles fermées (RA = Retinaculum
Apertum) ou encore spiralées (type S = Spira). La surface des spores (observée au microscope
électronique) peut étre lisse, rugueuse, épineuse ou chevelue. Quelques genres d’actinobactéries
posseédent des structures particulieres, comme les sporanges, les sclérotes ou les endospores
(Tomatia, 2010)

=  Mycélium du substrat (MS)
Le MS peut étre sterile ou non, fragmenté ou persistant. 1l peut produire ou non des spores
(mobiles ou non) ou des sporanges. La Figure 01 montre la micromorphologie des principaux

genres d’actinobactéries (Tomatia, 2010).
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mMA type RF MA type RA

+ /
D . Streptomyces

Saccharomonospora . Streptosporangium Spirillospora

Figure 01. Micromorphologie des principaux genres d’actinobactéries (Sabaou, 1988)
MA = mycélium aérien; MS = mycélium de substrat; RF = rectus flexibilis (chaines a spores droits a
flexueuse); RA = retinaculum-Apertum (chaines en crochets ou en boucles); S = Spira (chaines spiralées); S
= sporophore; c.sp = chaines de spores; sp.i = spores mobiles; sg = sporanges.

1.2.2. Critéres chimiques

IIs reposent sur 1’analyse des constituants majeurs qui se trouvant au niveau de la paroi cellulaire,

de la membrane plasmique ou des cellules entiéres et sont essentiels pour la détermination des

genres.
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1.2.2.1. Acides aminés

L’analyse des acides aminés est utilisée pour déterminer des chimiotypes. Deux acides aminés
sont taxonomiquement trés importants, 1’acide diaminopimélique (DAP), qui peut étre sous deux

formes, LL ou DL (méso) selon les genres, et la glycine qui peut étre présente ou absente.

1.2.2.2. Glucides cellulaires

Les sucres des cellules entieres sont classés en «non caractéristiques», c’est-a-dire
taxonomiquement non importants (ribose, glucose, galactose, mannose;) et en «caractéristiques» ou
taxonomiquement importants (couples « arabinose-galactose », « xylose-arabinose » et « rhamnose-
galactose » ou encore le madurose ou 3-O-méthylgalactose, lesquels caractérisent certains genres)

(Lechevalier et Lechevalier, 1970).

1.2.2.3. Phospholipides

La composition des actinobactéries en phospholipides est également un critere de détermination.
La diversité des phospholipides a permis a Lechevalier et al. (1977) de distinguer cing types notés
de PI a PV et caractérisés par la présence généralement d’un ou de deux phospholipides

caractéristiques.

1.2.3. Critéres physiologiques

L’étude physiologique permet de distinguer les espéces d’actinobactéries appartenant a un
méme genre. Ces tests portent sur la dégradation ou non de plusieurs composés (glucidiques,
lipidiques, protidiques ou autres) et la sensibilite ou la résistance a quelques agents physiques et
chimiques (pH, température, concentration ionique, antibiotiques, etc.). Cette étude est confrontée a
un certain probleme, qui est celui de bien choisir les caractéres discriminants pour mieux

différencier les espéces entre elles (Goodfellow et al., 1990).

1.2.4. Critéres moléculaires

Actuellement, les caractéristigues morphologiques, physiologiques et chimiques sont
considérées comme insuffisantes pour ’identification précise des espéces. L’introduction d’outils

moléculaires a manifestement amélioré les techniques d’identification. Fiables et rapides, ces
5
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techniques sont applicables a tout organisme dont I’ADN, I’ARN ou leurs produits (les protéines)
peuvent étre isolés. Elles ont ainsi permis de tracer la phylogénie des actinobactéries (Stackebrandt
et Woese, 1981; Stackebrandt et al., 1997; Rheims et al., 1999), de regrouper ou de séparer des
espéces entre elles (Fisher et al., 1983; Miyadoh et al., 1990; Ochi et al., 1993) ou de fusionner des
genres entre eux (Stackebrandt et Kroppenstedt, 1987).

Les principales analyses moléculaires utilisées en taxonomie pour la détermination des
espéces sont le séquengage de I’ADN ribosomique 16S (partie de I’ADN codant pour la synthése de
I’ARN ribosomique 16S) et I’hybridation ADN-ADN.

2. Genre Streptomyces

C'est le plus grand genre du monde bactérien, avec environ 802 especes décrites (Euzéby,
2017). Les Streptomyces sont des organismes aérobies, a coloration de Gram positive,
chimioorganotrophes, catalase positive qui appartiennent a 1’Ordre Actinomycetales de la Classe
Actinobacteria (Stackebrandt et al., 1997). Il appartient a la famille des Streptomycetaceae et au
sous-ordre des Streptomycineae. lls possédent un métabolisme oxydatif et un taux G+C% compris
entre 69 et 78% (Korn-Wendisch et Kutzner, 1992; Hodgson, 2000; Stackebrandt et Schumann,
2006). La présence de I’acide LL diaminopimelique et de glycine et 1’absence de sucres
caractéristiques est typique pour ce type de paroi cellulaire (Uchida et Seino, 1997; Stackebrandt et
Schumann, 2006).

Morphologiquement, il possede un mycélium du substrat abondamment ramifié, généralement
non sporulé, surmonté par un mycélium aérien produisant des sporophores qui donnent naissance a
des chaines de spores de formes variées: droites (Rectus Flexibilis), incurvées ou en boucles
(Retinaculum Apertum) ou spiralées (Spira). Les spores (ou conidies) ne sont pas mobiles et ont une
surface lisse, rugueuse, épineuse ou chevelue. Les Streptomyces possede le chimiotype IC, des

phospholipides de type PII et un taux de GC compris entre 68% et 78% (Bergey, 2004).

2.1. Cycle de vie des Streptomyces

La cellule bactérienne initiale, appelée erronément « spore libre » croit a la surface du milieu
de support non seulement en s'allongeant (comme toute bactérie), mais aussi en se ramifiant et,

méme, en pénétrant en profondeur dans le milieu, sans qu'aucune septation n'apparaisse (=
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mycélium). Apres quelques jours, le mycélium produit des structures aériennes qui s'étendent en

hauteur (= hyphes aériens). Ces structures vont développer des torsades, tel un tire-bouchon.

Leur partie terminale, aprés une série de réplications montre I'apparition d'un nombre
important d’événements de septation, qui sont a la base de la formation d'autant de jeunes cellules
bactériennes qui vont, aprés maturation et libération, donner naissance a de nouvelles formes libres,

pour que le cycle vital recommence (Zouaghi, 2007).
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Figure 02. Cycle de vie de Streptomyces sp. (Zouaghi, 2007)

2.2. Génétique

Le génome des Streptomyces est composé d’une molécule linéaire d’ADN contenant huit
millions de paires de bases ce qui en fait un des plus grands génomes bactériens. Ils possédent
également des plasmides linéaires de tres grandes tailles ainsi que des plasmides circulaires. Les
membres de la famille des Streptomycetaceae doivent avoir comme caractéristiques les sequences

de nucléotides « signatures » suivantes:
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71 (G), 543 (A-U), 603-635 (C-G), 610 (A), 747 (A), 952-1229 (U-A),80-89 (G-C), 81-88 (C-G),
82-87 (U-G), 127-234 (G-C), 209 (C), 210 (C), 211 (G), 610 (G),671-735 (U-A), 819 (G), 837-849
(C-G), 950-1231 (U-G), 955-1225 (C-G), 965 (C), 1254-1283 (A-U) et 1409-1491 (C-G).

2.3. Ecologie

Les Streptomycetes sont tres importants d'un point de vue écologique et médical. Le sol
constitue le biotope naturel de la majorité de ces microorganismes, milieu dans lequel ils peuvent
représenter 20 % de la microflore cultivable. En fait, I'odeur de terre humide est en grande partie
due a la production de substances volatiles, telles que la géosmine, par les Streptomycétes
(Alexander, 1977).

Comme beaucoup de microorganismes du sol, la plupart des Streptomyces se comportent en
bactéries mésophiles (avec une croissance maximale a une température variant entre 25°C a 30°C)
et neutrophiles (croissance entre pH 5 et 9 avec un maximum autour de la neutralité) (Madigan et
Martinko, 2007). Cependant, quelques Streptomyces sont acidophiles et croissent a des pH compris

entre 3,5 et 6,5 colonisant ainsi les sols acides (Alexander, 1977).

Ces microorganismes jouent un réle majeur dans la minéralisation. Ils peuvent dégrader, en
aérobiose, des substances résistantes telles que la pectine, la lignine, la cellulose, la chitine, la

kératine, le latex et les composés aromatiques (Zouaghi, 2007).

Les streptomycétes ont pour la plupart un comportement de saprophytes non pathogenes;
mais quelques-uns sont pathogénes de plantes et des animaux, par exemple S. somaliensis est
associé aux actinomycétomes: infection des tissus sous-cutanés engendrant des gonflements, des

abces et méme d'une destruction osseuse en absence de tout traitement (Zouaghi, 2007).
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ILANTIBIOTIQUES

Les antibiotiques constituent la part la plus importante des applications industrielles des

actinobactéries et principalement des Streptomyces.

Les antibiotiques sont définis comme toute substance antibactérienne d’origine biologique,
synthétique ou semi synthétique, capable d’inhiber sélectivement certaines voies métaboliques des
bactéries, sans exercer habituellement d’effets toxiques pour les organismes supérieurs (Perronne,
1999). Quelle que soit 1’origine de I’antibiotique, il doit avoir les propriétés suivantes : une activité

antibactérienne, une toxicité sélective, une possibilité d’absorption et de diffusion dans I’organisme.

1. Classification des antibiotiques

1.1. Classification selon leurs origines

Les antibiotiques sont classés en suivant leur origine en :
- Antibiotiques naturels : élaborés par des microorganismes telluriques procaryotes ou eucaryotes:
- Bactéries du sol : Streptomyces, Actinomyces, Bacillus, Pseudomonas, etc.

- Champignons : Penicillium, Fusidium, etc.

Ces derniéres années, de nouveaux composes antibactériens ont été découverts, dont
plusieurs sont secrétés par des souches de Streptomyces, tel que les lipopeptides cycliques (Balz et
al., 2005), les platensimycines (Metzger et al., 2009), les streptogramines (Haste et al.,2010).
D’autres composés antibactériens ont également étés isolés a partir d’actinobactéries appartenant a
des genres rares, comme c’est le cas de thiazomycines (Junker et al., 2009) et de la paragamycine A
(Hashizume et al.,2010), élaborées par des espéces d’Amycolatopsis, ainsi que les polyketides

polycycliques secrétés par Verrucosispora maris (Roh et al.,2011).
- Antibiotiques de synthese : rarement issus de pure synthése comme les quinolones.
Actuellement, les antibiotiques sont trés souvent obtenus par semi-synthese.

1.2. Classification selon la structure

Les molecules qui présentent une structure chimique de base identique sont regroupées dans une

méme famille, bien que certaines ne comportent parfois qu’un ou deux représentants (Tableau 01).

9
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1.3. Classification selon ’activité antibactérienne

En se basant sur les parametres suivants: temps dépendance, concentration dépendance et
I’effet post antibiotique, on distingue deux classes d’antibiotiques: Antibiotiques bactéricides et
bactériostatiques :
- Les bactéricides : Entrainent une destruction bactérienne (CMB ~ CMI).
Exemple : les béta-lactamines, les aminosides, les quinolones, etc.
- Les bactériostatiques : Arrét de la multiplication bactérienne (CMB trés élevée).

Exemples : le chloramphénicol, les lincosamines, les macrolides, les sulfamides, les

tétracyclinesm, etc (Mahmoudi et Massen, 2013).

1.4. Classification selon le mode d’action

Le mécanisme d’action des antibiotiques est le support de leur toxicité sélective, c’est ce qui
les différencie des antiseptiques. Ils interviennent généralement soit au niveau de la paroi
bactérienne, de la membrane cytoplasmique, de la synthese des protéines ou des acides nucléiques
(Figure 03) (Mahmoudi et Massen, 2013).

1.4.1. Antibiotiques inhibiteurs de la synthése de la paroi

La paroi bactérienne est une coque qui protege les bactéries de la pression osmotique de
I’environnement. Le squelette de cette paroi est une macromolécule (le peptidoglycane). Les
différences de structure de la paroi expliquent les différences de sensibilité des bactéries vis-a-vis
des antibiotiques agissant a ce niveau. La destruction de la paroi entraine la formation de
sphéroplastes qui sont des bactéries dépourvues de paroi, incapables de se développer dans un
milieu hypertonique; exemples : les [3-lactamines et les glycopeptides (Mahmoudi et Massen,
2013).

1.4.2. Antibiotiques agissant sur la membrane cytoplasmique
Gréace a leur caractere amphipathique ces antibiotiques pénetrent dans la cellule bactérienne

puis ils s’insérent parmi les phospholipides de la paroi perturbant par la suite la perméabilité

membranaire ; exemple : les polymyxines (Mahmoudi et Massen, 2013).

10


http://www.123bio.net/cours/antibio/lactames1.html
http://www.123bio.net/cours/antibio/glycopept.html
http://www.123bio.net/cours/antibio/colistine.html

Revue bibliographique

1.4.3. Antibiotiques actifs sur la synthese des protéines

Les ribosomes des cellules procaryotes sont constitués de protéines différentes des cellules
eucaryotes (sous unités lourdes et légeres). Ces antibiotiques:
e Empéchent la fixation d’un nouvel acide aminé sur la chaine (ex: macrolides).
e Empéchent ou perturbent la liaison de certains acides aminés entrainant une erreur de
lecture.
Altérent I’ADN nucléaire ou génent sa réplication (ex: quinolones) (Mahmoudi et Massen,
2013).

1.4.4. Antibiotiques inhibiteurs des acides nucléiques

Ils perturbent la synthése des acides nucléiques entrainant ainsi une modification du
message génétique. L’ADN et I’ARN ne sont pas propres au monde bactérien. Ces antibiotiques qui
agissent sur eux sont toxiques pour toutes les cellules (bactérienne ou non). Exemples :

ansamycines, quinolones et fluoroquinolones (Mahmoudi et Massen, 2013).

1.4.5. Antibiotiques agissant par inhibition des voies métaboliques

Les cellules procaryotes doivent synthétiser 1’acide folique (les cellules eucaryotes
assimilent directement cet acide apporté par I’alimentation). Il existe des antibiotiques qui

perturbent le métabolisme de ’acide folique (Mahmoudi et Massen, 2013).

11
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Figure 03. Mécanismes d’action des antibiotiques. (Lavigne, 2007).
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Tableau 01. Classification des antibiotiques selon leur structure chimique (Berdy et al., 1987;

Berdy, 2005).
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Familles d’antibiotiques Sous-familles Exemples
1 Glucides et Glucides purs Nojirimycine.
apparentés Aminoglycosides Streptomycine, gentamicine,
kanamycine.
Glycosides C-glycosides: vancomycine.
N-glycosides: streptothricine.
Glycolipides Moenomycine
2 Lactones Macrolides Spiramycine, érythromycine.
macrocycliques Polyénes Amphotéricine, nystatine,
candicidine.
Macrotétrolides Tetranactine, nonactine.
Macrolactames Rifamycine.

3 Quinones et Polycycliques accolés linéairement Tétracyclines.
Apparentés
Dérivés naphtoquinoniques Anthracyclines.
Dérivés benzoquinoniques Mitomycine.
4 Acides aminés Dérivés d“acides aminés. Cyclosérine, pénicilline,
et peptides nocardicine.
Homopeptides Bacitracine, cyclosporine
Hétéropeptides Aculéacine
Peptolides Valinomycine.
5 Hétérocycles a Hétérocycles non accolés Caerulomycine, mildiomycine.
azote
Hétérocycles accolés Phénazines, herbicidine.
6 Hétérocycles Polyéthers Monensine, nigéricine.
oxygene
7 Composeés Dériveés du cycloalcane Cycloheximide.
alicycliques
Terpenes. Acide marasmique
Oligoterpénes Acide fusidique.
8 Aromatiques Dérivés benzéniques Chloramphénicol.

Aromatiques a cycles accolés

Griséofulvine.

Composés non benzéniques Fusariocine.

Autres dérivés aromatiques Novobiocine.
9 Aliphatiques Dérivés des alcanes Elaiomycine.

Dérivés d’acides carboxyliques Cérulénine.

Composés contenant du
phosphore ou du soufre

Fosfomycine

13
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2.Microorganismes producteurs d’antibiotiques

2.1. Actinobactéries

Le genre Streptomyces est le producteur du plus grand nombre de molécules actives, soit 80%
des antibiotiques produits par les actinobactéries (Berdy, 2005). Il est a noter qu’enivron 10% des
antibiotiques sont sécrétés par les souches de Micromonospora et de Nocardia, tandis que les 10%
restants le sont par les autres genres, peu répandus ou parfois méme rares tels que Actinomadura,
Actinoplanes, Streptosporangium, Saccharopolyspora, Nocardiopsis, Saccharothrix, etc. (Lazzarini
et al., 2000). Plusieurs molécules bioactives sont commercialisées, comme la streptomycine, la

kanamycine, le chloramphénicol, la néomycine, la novobiocine, etc. (Berdy, 2005).

2.2. Bactéries non mycéliennes et champignons

Les bactéries non mycéliennes produisent environ 10% des antibiotiques d’origine
microbienne, dont 7% sont élaborés par les Bacillaceae (ex.: Bacillus subtilis) et 1,3% par les
Pseudomonadaceae (ex.: Pseudomonas). D’autres bactéries de genres tres divers en produisent

également (1,7%), tels que Micrococcus, Proteus, Chromobacterium (Breton et al., 1989).

Parmi les 125000 espéces de champignons décrites, environ 2000 sont productrices
d’antibiotiques. Le nombre d’antibiotiques d’origine fongique est supérieur a 1200. Les plus
importants antibiotiques d’origine fongique sont les pénicillines et les céphalosporines (Barrett,

2002).

22 % |

W Streptomyces d'autres actinomyecétes

Bactéries non filamenteuses Champignons

Figure 04. Secteur angulaire montrant la répartition de production des antibiotiques entre les
actinobactéries, les champignons, et d’autres bactéries non filamenteuses (Berdy, 2005)
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3. Extraction de I'antibiotique

L'extraction et la purification des antibiotiques comme toutes molécules antimicrobiennes a
partir de bouillon de fermentation ont nécessité la mise au point d'un protocole d'extraction et de

purification qui exploite au mieux les propriétés des molécules bioactives (Theilleux, 1993).

Un schéma général d'extraction des antibiotiques n'est pas applicable car au sein de la méme
famille, chaque antibiotique représente un cas lié a ses caractéristiques physico-chimiques propres a
la composition du milieu de culture en fin de fermentation. Néanmoins, une démarche contenant des

opérations de base doit étre appliquée au début du protocole (Theilleux, 1993).

» Extraction aux solvants organiques

Le but de I'extraction a l'aide des solvants organiques est de faire passer I'antibiotique de la
phase aqueuse a la phase organique. Cette opération permet déja de purifier partiellement les
molécules présentes dans le surnageant. Le choix du solvant dépend de la stabilité des substances

antimicrobiennes dans le solvant lors de I’extraction (Zouaghi, 2007).

4. Résistance aux antibiotiques

Pour survivre, la bactérie échappe a 1’action des antibiotiques par plusieurs mécanismes qui
sont classés en deux principaux types: les mécanismes non enzymatiques (intrinseques) et les

mécanismes enzymatiques.

4.1. Mécanismes enzymatiques

Des exemples de mécanismes de résistance enzymatiques aux -lactamines, aux aminosides

et aux phénicolés sont donnés ci-dessous.

4.1.1. Les enzymes inactivant les f-lactamines

Plusieurs bactéries appartenant produisent des enzymes inactivant les antibiotiques, telles
que Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et Salmonella enterica qui présentent une réesistance

naturelle aux aminopénicillines (ampicilline-amoxicilline) et aux carboxypénicillines.
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Cette résistance est due a une pénicillinase constitutive (Cattoir, 2004). D’autres bactéries a
Gram négatif telles Enterobacter, Proteus et Serratia présentent une résistance aux
aminopénicillines et aux céphalosporines de 1%° génération, mais sont sensibles aux
carboxypénicillines. Cette résistance est due a une céphalosporinase chromosomique (Yala et al.,
2001).

Les béta-lactamases représentent le mécanisme essentiel de la résistance acquise aux [-
lactamines, par un clivage dans le cycle B-lactame. La synthése d’une ou de plusieurs B-lactamases
représente le mécanisme le plus efficace utilisé par les bactéries pour échapper a 1’action létale des
B-lactamines; elles sont produites par quelques bactéries a Gram positif et a Gram négatif
(Alekshun, 2007).

Selon Villalobos et struelens (2006), les B-lactamases peuvent étre regroupées en 3
catégories:
- Les pénicillinases actives sur la pénicilline G, I’ampicilline et la carbénicilline.
- Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) actives sur les pénicillines et les céphalosporines, y
compris celles de troisieme génération.

- Les béta-lactamases résistantes aux inhibiteurs de -lactamases.

4.1.2. Les enzymes inactivant les aminosides

Les enzymes inactivant les aminosides sont constitutives et intracellulaires: elles sont
classées en trois catégories d’aprés la réaction assurée: aminoside adényltransférases et aminoside
phosphotransférases; seules ces derniéres conferent un haut niveau de résistance (Cavallo et al.,
2004).

4.1.3. Les enzymes inactivant les phénicolés

Une résistance au chloramphénicol est due a la production d’une chloramphenicol
acétyltransférase plasmidique détectée chez certaines especes d’entérobactéries telles que
Salmonella typhi, Pseudomonas et Yersinia (Cavallo et al., 2004). Cependant, il existe également

une résistance au chloramphénicol par le biais d’une nitroréductase (Smith et Erwin, 2007).
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4.2. Mécanismes non enzymatiques

4.2.1. Imperméabilité

Les bactéries resistent naturellement a plusieurs antibiotiques hydrophiles par I’existence de
I’enveloppe externe qui est hydrophobe gréace a son composant lipopolysaccharidique (LPS) présent
chez les bactéries a Gram négatif (Cavallo et al., 2004).

Des protéines appelées « porines », possédant des canaux centraux, permettent le passage de
molécules hydrophiles de petite taille comme les B-lactamines, les aminosides et les phénicolés. Des
mutations entrainent des modifications quantitatives ou qualitatives de 1’expression des porines,

responsables de la résistance acquise a plusieurs familles d’antibiotiques (Cavallo et al., 2004).

4.2.2. Systémes d’efflux

Ce mécanisme repose sur I’expulsion des antibiotiques hors de la cellule bactérienne. I1 est
actif chez certaines bactéries qui ne possedent pas un systeme de dégradation intracellulaire.

L’efflux actif est souvent responsable d’une résistance de bas niveau (Cavallo et al., 2004).

4.2.3. Altération des cibles d’antibiotiques

4.2.3.1. Modification de protéines liantes les pénicillines (PLP)

Les PLP sont des enzymes qui interviennent dans I’assemblage du peptidoglycane de la
paroi. La fixation des B-lactamines sur ces PLP les inactive, ce qui mene au blocage de la formation
de la paroi. La résistance acquise est due a une modification des PLP les rendant moins affines par

rapport a I’antibiotique (Cavallo et al., 2004).

4.2.3.2. Modification de la cible ribosomique

Le ribosome est le siege de la synthese protéique et en méme temps le site de fixation de
quelques antibiotiques provoquant 1’arrét de la syntheése protéique. La modification de la cible
ribosomale acquise par mutation diminue 1’affinité du site de fixation de 1’antibiotique et rend la

bactérie résistante (Fauchére et Avril, 2002).
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4.2.4. Résistance par absence de site d’action

Il existe également la résistance naturelle par absence de site d’action. Les bactéries résistent
naturellement aux polyénes par absence de stérols. Les mycoplasmes et les champignons résistent

aux pénicillines par absence de muréine (Aouiche, 2010).

5. Recherche de nouveaux antibiotiques

Avec ’apparition des multi résistances, 1’industrie pharmaceutique et les chercheurs se sont
tournés a nouveau vers la recherche d’antibiotiques dont I’activité serait plus performante tout en

étant moins agressive pour I’organisme. Quatre grandes voies sont actuellement en exploitation:

5.1. Recherche de nouvelles molécules actives a partir du milieu naturel

La sélection de microorganismes a été remplacée par un criblage orienté faisant appel a des
techniques génétiques précises de choix du microorganisme producteur, a I’isolement sélectif et au

choix des microorganismes-cibles résistants (Larpent et Sanglier, 1989; Demain, 2006).

5.2. Recherche de molécules actives sur des cibles spécifiques

La paroi fongique est constituée de macromolécules (glucanes, mannanes et chitine, absents
chez les cellules de mammiféres ou de végétaux) pouvant étre des cibles sélectives spécifiques des
champignons (Kurtz, 1998). Ainsi, de nombreuses molécules agissant sur la biosynthése de la paroi
ont été découvertes, tels que les inhibiteurs des mannoprotéines (Takeuchi et al., 1988), les
polyoxines, inhibiteurs de la chitine synthétase (Mallié et Bastide, 2001) et les échinocandines,

inhibiteurs de la glucane synthétase (Mora-Duarate et al., 2002).

5.3. Recherche de nouvelles molécules par hémisynthese et par synthese chimique totale

L’hémisynthése consiste a développer des dérivés d’antibiotiques, de fagon a avoir des
molécules plus actives, soit en modifiant la molécule d’origine de manicre a la faire agir sur une
cible Iégerement différente, soit en lui adjoignant un inhibiteur du mécanisme de résistance lorsque
celui-ci est connu (cas de «1’amoxicilline + acide clavulanique »; I’acide clavulanique étant un
inhibiteur de B-lactamases). La Figure 05 montre la résistance d’une souche d’Escherichia coli
produisant une [-lactamase a spectre élargi (BLSE), a 1’amoxicilline et sa sensibilité¢ a

« I’amoxicilline + acide clavulanique) (Aouiche, 2010).
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Figure 05. Comportement d’une souche d’Escherichia coli BLSE, face a I’amoxicilline (AMX) et a
I’amoxicilline + acide clavulanique (AMC). (URL 01)

5.4. Recherche de nouvelles formulations d’antibiotiques

L’un des facteurs limitant [’utilisation thérapeutique des antibiotiques est leur faible
solubilité. La recherche de nouvelles formulations afin de permettre une meilleure diffusion in vivo
est une piste importante en antibiothérapie. L’exemple le plus édifiant dans ce domaine est le cas de
I’amphotéricine B qui peut étre sous trois formes: liposomale (Walsh et al., 2000), complexe

lipidique ou dispersion colloidale (Graybill et al., 2000).
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Mécanismes de résistance a |'antibiotique

La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
I'antibiotique d’entrer

Pompe

Antibiotique
refoulé

Figure 06. Mécanismes biochimiques de résistance (Lechat et al., 1990)
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I. MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE SUR
MILIEUX SOLIDES

1. Matériel biologique

1.1. Souches de Streptomyces

La souche Al12 est une nouvelle souche du genre Streptomyces isolée a partir d'un
échantillon de sol de la province Masaka en Uganda. Cette souche est productrice d'antibiotiques
non caractérises a ce jour. L’analyse de sa séquence d’ADNr 16S a montré un taux de similarité de

99,50% avec la souche type Streptomyces samsunensis M1463",

La deuxiéme souche utilisée est une souche du genre Streptomyces, nommée G46, isolée a
partir d’un sol saharien d’une palmeraie d’EL Atteuf. Les d'antibiotiques secrétés par cette souches

non pas encore caracterisés.

Figure 07.Aspect Figure 08.Aspect
macromorphologique des colonies macromorphologique des colonies
de la souche G46 cultivée sur ISP2. de la souche A12 cultivée sur ISP2.

Figure 09. Aspect Figure 10. Aspect
micromorphologique micromorphologique apres la
micromorphologique apres la coloration de Gram des colonies de
coloration de Gram des colonies de 21 la souche A12.

la souche G46.
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1.2. Les microorganismes-cibles

Les 23 bactéries-cibles utilisées sont représenté dans tableau 02.

Tableau 02.Les bacteries cibles utilisées.

microorganisme nombre origine
Klebsiella pneumoniae 03 EPH
Escherichia coli 02 EPH
Escherichia coli BLSE 03 EPH
Pseudomonas aeruginosa 02 EPH
Staphylococcus aureus(H) 01 EPH
Proteus mirabilis 01 EPH
Salmonella sp. 01 EPH
Coliforme non déterminé 01 CACQE
Bacillus subtilis (ATCC 6633) 01 ATCC
Listeria monocytogenes (ATCC 13932) 01 ATCC
Escherichia coli (ATCC 25922) 01 ATCC
Escherichia coli (E52) 01 LBSM
Staphylococcus aureus (43300) 01 LBSM
Staphylococcus aureus (25923) 01 LBSM
Staphylococcus aureus (639c) 01 LBSM
Staphylococcus aureus (MRSA 2) 01 LBSM
Staphylococcus aureus (MRSA 3) 01 LBSM

Ces souches bactériennes proviennent du Laboratoire de Biologie des Systémes Microbiens
(LBSM) de I’Ecole Normale Supérieure de Kouba, d’EPSP, d’EPH d’El Meniaa, et du CACQE
(centre algérien de contrdle de qualité et emballage) Ghardaia.

Les bactéries multi-résistantes et sensibilisés appartiennent a des espéces les plus

fréquemment isolées au niveau des hopitaux sus-indiqués et sont responsables d’infections

nosocomiales assez séveres.
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2. Milieux de culture

Le milieu de culture, souvent utilisé pour la production d’antibiotiques, a été choisi pour la
mise en évidence de 1’antagonisme des deux souches d’actinobactéries est 1’ISP2 (International
Streptomyces Project).

Le milieu Mueller Hinton (MH) a été utilisé pour réaliser 1’antibiogramme.

La Gélose nutritive (GN) a été utilisée pour le repiquage des microorganismes cibles.

La composition de chaque milieu est donnée ci-dessous :

Tableau 03. Composition des différents milieux de culture utilisés.

Composant Concentration (g/L d’eau distillée)
Gélose nutritive
extrait de viande 01
extrait de levure 25
peptone 05
chlorure de sodium (Na CI) 05
Agar agar 15
pH : 7,0+0,2
Mueller Hinton
Peptone 17,5
Extrait de viande 02
Amidon 15
Agar agar 17
pH : 7,4+0,2
ISP2
Extrait de levure 04
Extrait de Malt 10
Glucose 04
Agar agar 15
pH 7.240,2
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3. Antibiogramme des souches cible

La sensibilité de toutes les souches cibles a était testés vis-a-vis de différents antibiotiques
par la méthode de I’antibiogramme standard par diffusion sur gélose Muller Hinton (MH) selon les
recommandations du comité Européen des antibiogrammes EUCAST (URL 02).

e Inoculum :

Geénéralement, 1 a 2 colonies ont été préleve et dissocie dans 10 mL d’eau distillée stérile.

e Ensemencement :
- Les boites de gélose MH sont ensemencées par écouvillonnage a partir d’une culture pure de 18

heures sur milieu de repiquage.
- On dépose les disques d’antibiotiques a tester (AMP, AMC, CL, CTX, CN, CIP).

- On incube les boites 24h a 37°C.

e Lecture:
Les différents diamétres des zones d’inhibition obtenus autour des disques d’antibiotiques
sont mesurés a 1’aide d’une régle. L’interprétation en sensible (S) ou résistante (R) est effectuée
selon les criteres définis par EUCAST (2013). Il y a actuellement une graduation a 3 niveaux de

sensibilité :

S = bactérie sensible : la concentration minimale inhibitrice mesurée pour cette bactérie est
inférieure a la concentration critique humorale de I’antibiotique administré par voie habituelle aux

doses habituelles.

R = bactérie résistante : la concentration d’antibiotique qu’elle est capable de supporter est

supérieure a la concentration critique chez le malade.

| = niveau intermédiaire : la concentration minimale inhibitrice est a la limite de ces concentration

critiques.
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Préparation des dilutions des
différents microorganismes cible

Ensemencement du milieu MH Distribution des disques
par écouvillonnage. d’antibiogramme.

|:> Incubation a 37°C

Figure 11. Schéma résumant le test d’antibiogramme.
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Le Tableau 04 représente les critéres d’interprétations des antibiotiques vis-a-vis les
microorganismes cibles.

Tableau 04. Critéres d’interprétation des disques d’antibiotiques.

antibiotique CODE Charge Diametres critiques en (mm)

des

Disques - -

(ng) Enterobacteriaceae Staphylococcus spp.  P. aeruginosa

S> I R< S> | R< S> | R<

Amoxicilline AMC 30 - - - - - - - -
+acide
clavulanique
Ampicilline AMP 10 17 14-16 13 29 - 28 - - -
Gentamicine CN 10 15 13-14 12 15 13-14 12 15 1314 12
Ciprofloxacine CIP 5 21 16-20 15 21  16-20 15 21  16-22 12
Cephalexine CL 30 22 - 17 37 - 29 - - -
Cefotaxime CTX 30 26 23-25 22 23 15-22 14 - - -

4 Test de ’activité antibactérienne sur milieu solide

La mise en évidence de I’activité antimicrobienne des actinobactéries est effectuée par la
méthode des stries croisées (Figure 12). L’actinobactérie est ensemencée sur le milieu solide en un
seul trait en bordure de la boite de Pétri. Les boites sont incubées a une température de 30°C
pendant 10 jours pour permettre aux souches d’actinobactéries de croitre et de sécréter leurs
antibiotiques. Par la suite, les bactéries-cibles sont ensemencées en traits perpendiculaires a celui de

I’actinomycete.

La lecture des resultats se fait aprés 24-48 h en mesurant les distances d’inhibition en

millimétre entre la bordure de I’actinomycéte et celle de la bactérie-cible.
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Stries ensemencés d’une maniére
horizontales

Ensemencement des bactéries
cible nernendiciilairement

Bactérie

Figure 12. Schéma résumant la méthode des stries croisées.
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1. ETUDE DES ANTIBIOTIQUES

1. Production en milieu liquide et cinétique

D’apres les résultats de ’activité antimicrobienne des deux souches d’actinobactéries sur
milieux solides (ISP2), deux milieux de culture ont été choisi pour chaque souche en vue d’étudier

leur cinétique de croissance et d’activité antimicrobienne en milieu liquide.

1.1. Milieux de culture

Deux milieux de culture liquides complexes sont utilisés: I’'ISP2 et le milieu Bennett.

La composition du milieu Bennett est donnée si dessous: Glucose: 10 g; peptone: 2 g; extrait de

levure: 1 g; extrait de viande: 1 g; eau distillée: 1000 mL. pH 7,2.

1.2. Pré-cultures

Pour obtenir les pré-cultures, les spores sont raclées a partir d’une culture en boite de Pétri de la
souche d’actinobactérie agée de 10 jours, et inoculés dans des tube a vis contenant 3 mL de chaque
milieu désiré a inoculer par la suite. Apres 24 heures d’incubation dans un shaker (150 rpm; 30°C),

les pré-cultures sont utilisées pour inoculer les milieux de production.

1.3. Cinétique de production des antibiotiques

La cinétique de production des antibiotiques a été réalisée en vue de déterminer le temps de
production optimale dans des conditions déterminées et de comparer cette production entre les

milieux de culture sélectionnés.

Notre objectif pour la cinétique n’est pas de déterminer le pH ni la biomasse mais pour
déterminer le jour de production optimale en antibiotique, pour cela une cinétique classique n’est
pas réalisée (en Erlenmeyer). En revanche, 20 tubes de chaque milieu de culture (a raison de 10
tubes pour chacune des souches de Streptomyces) sont ensemencés avec deux carottes prélevés par

I’emporte-piece (07 mm de diametre) pour chaque une de souche de Streptomyces étudiées.

Les cultures sont incubées a 30°C et agitées a 150 rpm dans un Shaker pendant une durée

d’incubation de 10 jours. L’évolution de 1’activité antibiotique est suivie quotidiennement.
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L’activité antibiotique est déterminée par la méthode de diffusion des puits contre Listeria
monocytogenes (ATCC 13932) pour la souche G46. En revanche, les deux bactéries : Listeria

monocytogenes (ATCC 13932) et Staphylococcus aureus 639c ont été utilisées pour la souche A12.

2. Test de I'activité de surnageant

Le test de diffusion en puits a été utilisé pour la recherche d’antibiotiques par les deux

souches de Streptomyces.

Le milieu ISP2 contenant 12 g/L d’agar en surfusion est pré-ensemencé avec le germe-cible
par écouvillonnage en boites de Pétri, les souches tests ont été ensemencées sous la forme d'un tapis
bactérien. Des puits sont congus a 1’aide d’un emporte-piece de 10 mm de diameétre. Par la suite, un
volume de 100 uL de surnageant de culture a analyser (tubes de cultures agités en shaker), est
prélevée stérilement puis introduite dans le puits; 2 mL de milieu de culture a partir de chaque tube

est prélevés puis centrifugés a 5000 g dans des tubes Eppendorf.

Les boites de Pétri sont mises durant 2 heures a 4°C pour permettre la diffusion des
substances actives tout en arrétant momentanément la croissance des germes, puis incubées a 30°C.
La lecture des résultats se fait en mesurant le diamétre de I’auréole d’inhibition autour du puits

apres 24 h.

3. Extraction des antibiotiques

L’extraction des antibiotiques a partir des filtrats de culture est réalisée a 1’aide de divers
solvants organiques, apres une durée (définie lors de I’expérience précédente) correspondant a la

production optimale de ces substances.

» Extraction a partir du filtrat de culture

L’extraction des antibiotiques a partir du filtrat de culture nécessite le choix d’un solvant non
miscible a I’eau. Quatre solvants de polarité croissante sont testés (index de polarité): le n-hexane
(00), le dichlorométhane (3,1), le n-butanol (4) et 1’acétate d’éthyle (4,4). (Pour la souche Al2 le
dichlorométhane n’est pas été utilisé). Les cultures sont réalisées en milieux ISP2 pour la souche
G46 et Bennett pour la souche A12.
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Un volume de 100 mL de chaque milieu de culture est répartis dans des Erlenmeyer de 500 mL;
(pH = 7,2, agitation de 150 rpm, température de 30°C). Au jour optimal de production
d’antibiotiques, les filtrats sont répartis en 4 fractions de 25 mL extraites chacune avec 25 mL de
solvant.

Les phases organiques sont séparées des phases aqueuses, puis un passage a travers un papier
filtre (Whatman n°® 1) est réalisée afin d’éliminer les traces d’eau résiduelles. Les extraits sont
concentrés a sec puis repris dans du méthanol (1 mL) pour les phases organiques et dans I’cau
distillée pour la phase aqueuse du n-butanol. Les extraits sont testés pour leur antagonisme par la

méthode des disques de papier de 6 mm de diametre.

(- g -
Culture d’actinobactéries sous
agitation permanente

[ Centrifugation }

.

( o
Filtrat de culture i
Extraction par des solvants
organiques
surnageant/solvant (v/v)

v" n-hexane

v' Dichlorométhane (Concentration a sec
v’ Acétate d'éthyle 40°

v n-butanol

Récupération dans 1 mL
du méthanol
(ouI’eau distillée)

Test d’antibiographie]

Figure 13. Protocole d’extraction des antibiotiques a partir de filtrat de culture.
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4. Test d’antibiographie

Cette expérience nous permettra de connaitre le meilleur solvant d’extraction pour la suite
de notre travail. Les extraits obtenus a partir des filtrats de culture sont testés contre Listeria
monocytogenes (ATCC 13932).

Les différents extraits organiques obtenus a partir des filtrats, ainsi que la phase aqueuse (du
n-butanol) sont testés pour vérifier leurs activités antimicrobiennes. La méthode utilisée est celle

des disques de papier.

Des disques de papier de 6 mm de diameétre sont imprégnés de 80 uL d’extrait a tester. Ils
sont séchés pour faire évaporer le solvant, puis stérilisés sous UV a 254 nm pendant 45 min. Les
disques imprégnés sont ensuite déposés a la surface du milieu ISP2 contenant 12 g/L d’agar, pré-
ensemencé avec le germe-cible et coulé en boites de Pétri. Les extraits sont testés contre Listeria
monocytogenes (ATCC 13932).

Celles-ci sont mises a 4°C pendant 2 heures avant d’étre incubées a 30°C. La lecture des

résultats se fait en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition apres 24 heures d’incubation.
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I. MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE ANTIBIOTIQUE SUR MILIEUX
SOLIDES

1. Antibiogramme des souches cible

Les résultats des antibiogrammes vis-a-vis les antibiotiques choisis : AMP, AMC, CL, CTX, CN,
CIP sont effectués contre les 23 souches bactériennes cibles sont présentés dans le tableau 05.

Tableau 05. Résultats de 1’antibiogramme des 23 souches bactériennes cibles.

Microorganisme AMC AMP CIP CTX CN CL
g g = g = g
o2 | |2 |2 |2 o] 22| o] 22|
23S | S| 8L S| B8E| 8| 88| S| BE| 8|85 8
SE|3| S5 3| SE| 8| 558|558 88|38
Qv || O || 0O || 0% || 05| x| 0|
K. pneumoniae BLSE1 00 R| 00 |[R| 23 | S| 00 |R| 00 |R| 00 |R
K. pneumoniae BLSE?2 00 R| 00 |R| 25 | S]] 00 | R| 00 |R| 00 |R
K. pneumoniae BLSE3 00 R| 00 |R| 32 |S|] 00 |R| 20 | S| 00 |R
E. coli A 00 R| 00 |[R| 00 |R| 26 | S| 12 |R| 11 | R
E. coli B 00 R| 00 |[R| 3 | S| 3 | S| 20 | S| 24 | S
E. coli BLSE1 00 R| 00 |[R|] 30 | S| 29 | S| 20 | S| 20 I
E. coli BLSE? 00 R| 00 |R| 22 |S|] 00 |R| 00 |R| 00 |R
E. coli BLSE3 00 R| 00 |R|] 30 [ S| 00 |R| 00 | R| 00 |R
M. morganii 00 R| 00 | R| 26 | S| 25 I 00 |R|] 00 | R
P. mirabilis 00 R| 00 | R| 20 I 26 | S| 00 |R| 00 | R
P. aeruginosa 1 00 R| 00 |R| 34 |S| 34 |S]| 22 | S| 25 |S
P. aeruginosa 2 00 R| 00 | R| 33 S 26 S 12 R| 00 | R
Salmonella sp. 00 R| 00 |R| 21 | S| 32 |S| 12 |R| 24 | S
Coliforme non determiné | 00 R| 00 |[R| 38 | S| 36 | S| 22 | S| 19 I
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Tableau 05. Résultats de 1’antibiogramme des 23 souches bactériennes cibles (suite)

Microorganisme AMC AMP CIP CTX CN CL
g g g o g g
e2| |22l eS| |eS| |22l e2| .
TS| E|BE|SE|BE|E|BE|E|BE|S|BL|E
S| 3|S5 3|S5 |8 |55 3| 55|28 253
Qx| | O || 0O | |0 || O || Q< |
S. aureus (H) 23 |R| 25 | R | 36 S| 24 | S 28 | S 24 | R
Bacillus subtiliis (ATCC 6633) 00 |R| 00 | R| 32 S| 21 |[R|] 00 |R| 00 |R
Listeria monocytogenes (ATCC 13932) | 00 R 00 R 33 S 20 I 24 S 00 R
E. coli (ATCC 25922) 08 |R| 14 | R| 36 S| 31 S 24 | S 23 S
E. coli (E52) 00 |R| 00 | R]| 35 S| 34 |S 25 | S 28 | S
S. aureus (43300) 00 |R| 00 | R| 33 S 16 I 21 | S 20 | R
S. aureus (25923) 00 |R| 00 | R| 29 S 14 | R | 20 | S 18 | R
S. aureus (639c) 32 | S| 00 |R| 22 S| 33 S 26 | S| 00 | R
S. aureus (MRSA 2) 00 |R| 00 | R| 26 S| 21 | 11 |R| 00 | R
S. aureus (MRSA 3) 00 |R| 00 | R| 20 I 24 | S| 00 | R| 00 | R
R = résistante, S = sensible, | = intermédiaire, (H) =origine hospitalier.
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1.1. Staphylococcus aureus

La figure 14 montre les antibiogrammes obtenus des différentes souches de Staphylococcus aureus.

S. aureus MRSA3 S. aureus 639¢ | S. aureus MRSA2

Figure 14. Antibiogramme des différentes souches de Staphylococcus aureus.

Les differentes souches de Staphylococcus aureus ont montrés une résistance vis-a-vis des
differents antibiotiques appartenant a la famille des béta-lactamines (1I’ampicilline, I’amoxicilline +
I’acide clavulonique et la cephalexine) sauf la souche de Staphylococcus aureus 639c qui parait

sensible a I’amoxicilline + I’acide clavulonique.

Une sensibilité est observée vis-a-vis un antibiotique appartenant a la famille des
fluoroquinolone (ciprofloxacine), un antibiotique de la famille des aminoglucoside de deuxieme
génération (gentamicine) et un antibiotique appartenant a la famille des cephalosporine de troisieme
génération (cefotaxime) sauf la souche de S. aureus 25922 qui apparait résistante a cet antibiotique.
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Ces résultats confirment la multirésistance des différentes souches Staphylococcus aureus
étudiées.
1.2. Antibiogramme des autres souches a Gram négatif et a Gram positif
Les différentes souches a Gram négatif appariaient toutes résistantes vis-a-vis de deux
antibiotiques appartenant a la famille des béta-lactamines (1I’ampicilline et 1’amoxicilline + I’acide

clavulanique), une résistance ou sensibilité plus ou moins importante est signalée pour les autres

antibiotiques utilisés.

Les résultats complets avec les images de I’antibiogramme de différentes souches a Gram

négatif sont donnés en annexe 01.

Ces résultats confirment la multi-résistance des différentes souches cible utilisés.

2. Test de P’activité antibactérienne sur milieu solide
2.1. Test de ’activité antibactérienne sur milieu solide d’A12
Le résultat positif est traduit par I'apparition d'une distance d'inhibition de la croissance de la

souche bactérienne testée. Les résultats du test de la production des métabolites antibactériens par la
souche A12 sur milieu solide sont représentés dans le tableau 06.

Tableau 06. Résultats du test de la production des métabolites antibactériens sur milieu solide de
la souche A12

Activité antibactérienne (distance d’inhibition en mm)

Bactérie test Apres 24h Apres 48h

Culture de A12  Culturede  Culture de A12  Culture de
agée de 14 Al2 agée agée de 14 Al2 agée

jours) de 10 jours) jours) de 10 jours)

Bacillus subtilis (ATCC 6633) 10 07 10 07
Listeria monocytogenes (ATCC 26 11 19 11
13932)

Staphylococcus aureus (43300) 27 08 25 08
Staphylococcus aureus (25923) 24 12 24 09
Staphylococcus aureus (639c¢) 35 05 35 05
Staphylococcus aureus (MRSA 2) 12 12 12 12
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Les résultats des stries croisés sur milieu solide et I’activité antibactérienne de la souche de
Streptomyces A12 contre plusieurs souches bactériennes sont montré dans les figures 15, 16, 17 et
18.

Listeria monocytogenes | Bacillus subtilis

S e E.coli E52

Figure 15. Activité antibactérienne de la souche A12 est observé contre Listeria monocytogenes
(ATCC 13932) et Bacillus subtilis (ATCC 6633) (Culture de la souche A12 agée de 10 jours).

E.coli E52

E.coli
25922

Bacillus subtilis

Figure 16. Activité antibactérienne de la souche A12 est observée contre Listeria
monocytogenes (ATCC 13932) et Bacillus subtilis (ATCC 6633)
(Culture de la souche A12 agée de 14 jours).
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2 S.a (639c)
S.a (43300) 2
S.a (MRSA 3)

S.a (25923)

Figure 17. Activité antibactérienne de la souche A12 contre les différentes souches de
Staphylococcus aureus.

_ S.a (639c)
S.a (43300) N

\

Figure 18. Activité antibactérienne de la souche A12 contre les différentes souches de
Staphylococcus aureus (culture de la souche A12 agée de 14 jours).
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Les résultats du test de la production du metabolite antibactérien de la souche de Streptomyces

A12 sur milieu solide (ISP2) ont montré :

» L’absence d’activité antibactérienne de la souche A12 sur la totalité des souches & Gram
négatif et également contre la souche Staphylococcus aureus d’origine hospitalier et

Staphylococcus aureus MRSA 3.

» Une activité antibactérienne da la souche A12 (agée 14 jours) plus ou moins importante sur
les souches a Gram positif avec des zones d’inhibition variant de 10 mm a 35 mm de

diamétre.

» Une activité antibactérienne plus ou moins faible de la souche A12 agée 10 jours sur les
souches cibles : Staphylococcus aureus (MRSAZ2), Staphylococcus aureus 639c,

Staphylococcus aureus(43300) et Staphylococcus aureus (25922).

Ces résultats montrent que la souche Al12 posséde une activité antibactérienne moyenne contre
les souches & gram positif, une activité forte est observée lors d’une culture agée de 14 jours dont

elle est maximale avec un diamétre de 35 mm contre Staphylococcus aureus 639c.

Sur le milieu ISP2, la sensibilité aux antibiotiques sécrétés par la souche A12 est notée chez les
bactéries a Gram positif: Staphylococcus aureus MRSAZ2, Staphylococcus aureus (25922),
Staphylococcus aureus 639c, Staphylococcus aureus(43300), Listeria monocytogenes (ATCC
13932) et Bacillus subtilis (ATCC 6633). Par contre, les bactéries a Gram négatif testées sont
résistantes aux antibiotiques secrétés par la souche de Streptomyces A12.

Ces résultats concordent avec ceux de Nalubega et al. (2016) et Nalubega (2016), dont
I’activité antibactérienne d’A12 apparait importante contre les bactéries Gram positive (Bacillus
subtilis ATCC 6633, S. aureus resistante a la methicilline (MRSA) et Staphylococcus aureus 639¢
et absente contre les bactéries Gram négative testées (Escherichia coli ATCC 10536 et

Pseudomonas aeruginosa CIP A22).

Ces résultats concordent aussi avec les résultats obtenus par plusieurs chercheurs (Herivony
Onja et al., 2016; Basilio et al., 2003; Sacramento et al., 2004; Oskay et al., 2004) dont ils ont

révélé que I’activité antibactérienne des actinobactéries et surtout les especes de Streptomyces est
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beaucoup plus importante contre les bactéries Gram positive que les bactéries Gram négative. Ceci
est expliqué par la présence d’une membrane externe qui rend la cellule bactérienne Gram négative

beaucoup moins perméable (Toussaint, 1996).

Ces résultats confirment que le sol d’Uganda et les régions a proximité constitue une source
importante des nouvelles souches d’actinobactéries et particulierement des Streptomyces qui ont
une activité antibactérienne importante contre les bactéries Gram positive et qui peuvent étre

producteur des nouvelles molécules d’antibiotiques.

2.2. Test de P’activité antibactérienne sur milieu solide de G46

Les résultats du test de la production des métabolites antibactériens par la souche G46 sur

milieu solide sont représentés dans le tableau 07.

Tableau 07. Résultats du test de la production des métabolites antibactériens sur milieu solide de la souche
G46.

Activité antibactérienne (en mm)

Bacteérie test Apres 24h Apres 48h
Bacillus subtilis (ATCC 6633) 10 10
Listeria monocytogenes (ATCC 13932) 11 11
Staphylococcus aureus (43300) 10 10
Staphylococcus aureus (25923) 10 10
Staphylococcus aureus (639c) 06 06
Staphylococcus aureus (MRSA 2) 14 14

Les résultats des stries croisés sur milieu solide et 1’activité antibactérienne de la souche de

Streptomyces G46 contre plusieurs souches bactériennes sont montrés dans les figures 19, 20 et 21.
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5 Bacillus subtilis (ATCC 6633)

Figure 19. Activité antibactérienne de la souche G46 observée contre Bacillus subtilis (ATCC 6633)

S.a (43300) Listeria monocytogenes

Figure 20. Activité antibactérienne de la souche G46 observée contre Listeria
monocytogenes (ATCC 13932), Staphylococcus aureus (43300), Staphylococcus aureus (25923) et
Staphylococcus aureus (MRSA 2).
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Staphylococcus aureus (639c)

Figure 21. Activité antibactérienne de la souche G46 contre Staphylococcus aureus 639c

Les résultats du test de la production des metabolites antibactériens sur milieu solide (ISP2) par

la souche G46 ont montré :

» L’absence d’activité antibactérienne de la souche G46 sur la totalité des souches a Gram
négatif et la souche Staphylococcus aureus d’origine hospitalier et Staphylococcus aureus
MRSA 3.

» Une activité antibactérienne plus ou moins faible de la souche G46 sur les souches cibles a
Gram positif : Staphylococcus aureus (MRSAZ2), Staphylococcus aureus 639c,
Staphylococcus aureus (43300), Staphylococcus aureus (25922), Bacillus subtilis (ATCC
6633) et Listeria monocytogenes (ATCC 13932).

Ces résultats confirment les résultats obtenus par Toumatia (2010) dont [I’activité
antibactérienne des isolats appartenant au genre Streptomyces isolés a partir des sols sahariens est
importante contre Bacillus subtilis ATCC 6633 et Listeria monocytogenes CIP 82110.

Ces resultats confirment aussi les résultats obtenus par Aouiche (2010) ou les bactéries a Gram

positif (Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus) sont les plus sensibles aux antibiotiques des

isolats appartenant au genre Streptomyces isolés a partir des palmeraies de la région de Ghardaia.
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Les résultats obtenus montrent que les sols de palmeraies en Algérie, constituent un écosysteme
particulier, renferment un potentiel assez riche en actinobactéries (Sabaou et al., 1998) qui se sont
révélés étre de grands producteurs de nouvelles molécules antimicrobiennes (Zitouni et al., 2005 et
Boudjella et al., 2006).

La figure 22 montre une comparaison de I’activit¢ antibactérienne des deux souches de
Streptomyces A12 et G46 contre les souches bactérienne test a Gram positif sensibilisés par celles -

Ci.
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W 10 - [B.SUBTILIS
o
E g | = L.MONOCYTOGENES
[-+]
z 0S.AUREUS 43300
= 6 1
a OS.AUREUS 25923
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% 4 0 S.AUREUS 639C
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Figure 22. Activité antibactérienne des deux Streptomyces contre les bactéries a Gram positif
(Culture de 10 jours).

Les deux souches de Streptomyces G46 et Al2 ont une activité antibactérienne contre les
mémes bactéries testées a Gram positif. Cela peut étre di a la sécrétion des mémes antibiotiques ou
la sécrétion d’un antibiotique a large spectre d’action En effet, la distance d’inhibition est
directement proportionnelle a la concentration de I'antibiotique dans la culture bactérienne (Omura,
1992).

L’activité antibactérienne différe d’une bactérie actinomycetale a I’autre et d’autre part que pour
la méme souche actinomycetale et sur le méme milieu de culture, I’activité antibactérienne differe
d’une bactérie test a 1’autre. Ces variations de résultats s’expliquent par le fait qu’une bactérie
actinomycetale peut produire plusieurs types de molécules antibactériennes dont la nature dépend
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de la composition et la concentration des composants du milieu de culture (Boughachiche et al.,
2005).

D’aprés Aharonowitz et Demain (1978) ; Omura et Tanaka (1986) ; Cheng et
al (1995) ; Sanchez et Demain (2002), la nature et la concentration des composants du milieu de
culture ont un effet remarquable sur la capacité et la quantite de métabolites secondaires produits

par le microorganisme producteur.

1. ETUDE DES ANTIBIOTIQUES

1. cinétique de production en milieu liquide et test de I'activité de surnageant

L’activité antibactérienne est déterminée par la méthode de diffusion des puits contre Listeria
monocytogenes (ATCC 13932) pour la souche G46. En revanche, la souche Al2 est employée
contre Listeria monocytogenes (ATCC 13932) et Staphylococcus aureus 639c.

La cinétique de production des antibiotiques des deux souches de Streptomyces a été suivie
durant 10 jours en milieu liquide agité (150 rpm, 30°C).

» Souche A12

Les résultats de la cinétique de production d’antibiotiques par la souche A12 sur le milieu

liquide ISP2 et milieu Bennett sont montrés dans les Tableaux 8 et 9.

Tableau 08. Résultats de la cinétique de production de la souche A12 sur le milieu liquide
ISP2.

Temps (par 18[' Zeme 3eme 4eme 5eme 6eme 7eme 8eme 9eme 1Oeme

jours) jour jour jour jour jour jour jour jour jour jour

Activité

antibactérienne

en mm

L.monocytogenes = - - - - - - - - 24

(ATCC 13932)
S.aureus 639c - - - - - - - 23 - -
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Tableau 09. Résultats de la cinétique de production de la souche A12 sur le milieu liquide

Bennett.

TempS (par 1er 2eme 3eme 4eme 5eme 6eme 7eme 8eme geme 1Oeme
jours) jour jour jour jour jour jour jour jour jour jour
Activité

antibactérienne

en mm

L.monocytogenes - - - 12 25 19 - - - 24
(ATCC 13932)

S.aureus 639c - - - 20 25 21 - 15 - 25

La cinétique de production des antibiotiques de la souche A12 en milieu liquide Bennett est
illustrée par les Figures 23 et 24. Les microorganismes-cibles choisis sont Listeria monocytogenes
(ATCC 13932) et Staphylococcus aureus 639c, lesquelles ont été inhibées sur milieu solide par la
souche Al12.

Figure 23. Mise en évidence de l'activité antibacterienne de la souche A12 (milieu Bennett) par la
méthode des puits contre L. monocytogenes (ATCC 13932) du jour 1 au jour 10.
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Figure 24. Mise en évidence de l'activite antibactérienne de la souche A12 (milieu Bennett) par la
méthode des puits contre S. aureus 639c¢ du jour 1 au jour 10.

La figure 25 montre la cinétique de production des activités antibactérienne de la souche de
Streptomyces A12 obtenue en milieu liquide Bennett.
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—Oo— L.monocytogenes —{J— s.aureus 639c

Figure 25. Cinétiques de production des activités antibactérienne d’A12 en milieu liquide Bennett
contre L. monocytogenes (ATCC 13932) et S. aureus 639c.

L’activité antibactérienne débute le 4°™ jour contre L. monocytogenes (ATCC 13932) et S.
aureus 639c. Elle est maximale durant la phase de déclin, entre les 6™ et 10°™ jours. L activité est
meilleure contre S. aureus 639c.

Sur le milieu ISP2, I’activité antibactérienne a montré une seule zone d’inhibition observée
le 10°™ jour contre L. monocytogenes (ATCC 13932) et le 8™ jour contre S. aureus 639c.
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> Souche G46

Les résultats de la cinétique de production d’antibiotiques par la souche G46 sur deux

milieux liquide : ISP2 et milieu Bennett sont montré dans les Tableaux 10 et 11.

Tableau 10. Résultats de la cinétique de production de la souche G46 sur le milieu liquide

Bennett.

TempS (par 18!’ Zeme 3eme 4eme 5eme 6eme 7eme 8eme geme 1Oeme
jours) jour jour jour jour jour jour jour jour jour jour

Activité

antibactérienne

en mm

L.monocytogenes - - - - - - 12 11 13 -
(ATCC 13932)

Tableau 11. Résultats de la cinétique de production de la souche G46 sur le milieu liquide
ISP2.

TempS (par 18!’ zeme 3eme 4eme 5eme 6eme 7eme 8eme geme 1Oeme
jours) jour jour jour jour jour jour jour jour jour jour

Activité

antibactérienne

en mm

L.monocytogenes - 18 32 - - - 20 - 42 40
(ATCC 13932)

La cinétique de production des antibiotiques de la souche G46 en milieu liquide ISP2 est
illustrée par la Figure 26 et 27. Le microorganisme-cible choisi est Listeria monocytogenes (ATCC

13932), laquelle a été inhibées sur milieu solide par la souche G46.
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Figure 26. Mise en évidence de l'activité antibactérienne de la souche G46 par la
méthode de diffusion sur puits (milieu ISP2) contre L. monocytogenes (ATCC 13932) du jour lau
jour 10.

Figure 27. Mise en évidence de l'activité antibactérienne de la souche G46 par la
méthode de diffusion sur puits (milieu Bennett) contre L. monocytogenes (ATCC 13932) du jour
lau jour 10.

La figure 28 montre la cinétique de production des activités antibactérienne de la souche de
Streptomyces G46 obtenue en milieu liquide ISP2 contre L. monocytogenes (ATCC 13932).
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—O0— L.monocytogenes

Figure 28. Cinétiques de production des activités antibactérienne de G46 en milieu liquide ISP2.

Sur le milieu ISP2 Pactivité antibactérienne débute le 2°™ jour contre L. monocytogenes
(ATCC 13932). Elle est maximale dans le 3*™ jour (diamétre de zone d’inhibition de 32 mm), entre
les 6°™ et 10°™ jours ’activité antibactérienne poursuit et devient maximale encore une fois durant
la phase de déclin entre le 9™ et le 10°™ jour.

Sur le milieu Bennett L activité antibactérienne a montré des zones d’inhibition entre le 7°™

et le 9°™ jour avec des zones d’inhibition variant de 11 a 13 mm.

Les courbes de suivi des activités, présentent deux a trois maxima. Ceci peut étre expliqué
par la production de plusieurs antibiotiques ou complexes d'antibiotiques qui seraient soit des
dérivés proches, comme c'est souvent les cas, soit des groupes d'antibiotiques différents a spectres

d'activité différents (Toumatia, 2010).

La cinétique de production des antibiotiques a été menées en conditions liquides en agitation
sur deux milieux complexes, ISP2 et Bennett, qui ont déja été utilisés pour ce genre d'étude et sont
connus pour étre favorables a la production d'antibiotiques (Zitouni, 2005; Badji, 2006; Lamari,
2006; Boudjella, 2007). Les deux milieux, par leur richesse en nutriments, sont montrés différents

entre eux pour la production des antibiotiques par les deux souches étudiées.
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Le développement d’un germe test, ensemencé dans la gélose, permet apres incubation, de
déceler la présence d’une substance inhibitrice qui est matérialisée par une zone translucide au

niveau de la zone de diffusion de I’antibiotique.
Le choix du meilleur milieu de production peut étre s’expliqué sur deux niveaux :

Quantitativement, les résultats du tableau 08 et 09 montrent que les diamétres des zones d’inhibition
importantes sont obtenus avec les surnageant prélevés a partir du milieu de culture de Bennett pour
la souche A12 (25 mm). Ceux du milieu de culture ISP2 sont obtenus en un seul jour pour les deux
bactéries testés. Pour la souche G46, les diametres des zones d’inhibition importantes sont obtenus
avec les surnageant prelevés a partir du milieu de culture ISP2. Pour cette méme souche, une autre
production maximale d’antibiotiques est observée en fin de phase de déclin (du 8™ au 10°™ jour)
avec un maximum le 9°™ jour (diamétre de 42 mm), ceci est expliqué par la production d’un

nouveau antibiotique différent a celui produit dans la phase exponentielle.

Les jours dont I’activité antibactérienne est nulle peuvent étre expliqués par le non-respect
des conditions de fermentation (culture en tubes a la place des cultures en Erlenmeyer non

disponible dans la période de réalisation d’expérimentation).

Qualitativement, le milieu de culture Bennett permet la production d’une large variété
d’antibactériens au moins deux (le cinquieme jour pour le premier produit et le dixieme jour pour

’autre concernant la souche A12).

Le milieu ISP2 permet aussi cette production du fait qu’il contient une source de carbone (le
glucose), ce dernier représente la meilleure source de carbone pour la production d’antibiotique

selon les résultats rapportés par Anurag et al. (2005).

Les résultats obtenus font ressortir le milieu de Bennett comme le meilleur milieu de

production d’antibactériens pour la souche de Streptomyces A12 (jour optimale de production

5éme

d’antibiotiques est le jour) et le milieu ISP2 pour la souche G46 du point de vue quantitative

(jour optimale de production d’antibiotiques est le 3°™ jour).
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La comparaison des zones d’inhibition des deux souches de Streptomyces, A12 et G46, sur
milieu liquide a montré que la production du métabolite antibactérien est plus importante sur le
milieu liquide que sur le milieu solide, ceci s’accorde avec les résultat de plusieurs chercheurs
(Zitouni, 2005; Melouli,2003; Hilali, 2002; Slavica, 2005) qui ont montrés que la production

d’antibiotique est meilleur sur le milieu de culture liquide.

2. Tests de I’activité antibactérienne a partir des extraits du filtrat de culture

Aprés avoir déterminé le jour optimal de production d’antibiotiques par les deux souches de
Streptomyces, 1’étape suivante sera de laisser les Streptomces produire les antibiotiques jusqu’a ce
jour optimal, de les extraire par divers solvants organiques et de déterminer le meilleur solvant

d’extraction par antibiographie contre Listeria monocytogenes (ATCC 13932).
Le principe de l'extraction par les solvants organiques se résume en une séparation du
surnageant en deux phases, une phase organique et une phase aqueuse, et de faire passer les

molécules bioactives dans la phase organique.

Les résultats des tests de ’activité antibactérienne des extraits a partir du filtrat de culture sont

représentés dans le tableau 12.

Tableau 12. Résultats des tests d’activité antibactérienne des extraits du filtrat de culture

Souches de Streptomyces Activité anti bactérienne (en mm) contre
Listeria monocytogenes (ATCC 13932)
Souche cible Al2 G46
Solvants Organiq
n- hexane Activité antibactérienne nulle Activité antibactérienne nulle
(0 mm) (Omm)
Dichlorométhane - Activité antibactérienne faible
(8,5 mm)
n- butanol (phase aqueuse) Activité antibactérienne nulle Activité antibactérienne nulle
(0 mm) (0 mm)
n- butanol (phase organique) | Activité antibactérienne faible Activité antibactérienne nulle
(12,5 mm) (0 mm)
acétate d’éthyle Activité antibactérienne moyenne | Activité antibactérienne forte
(19,5 mm) (18,5 mm)

Note : tous les essais sont faits en deux répétitions et la moyenne est calculée.
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Les résultats obtenus concernant les zones d’inhibitions de 1’extrait du filtrat de culture par le

solvant I’acétate d’éthyle est présenté dans la figure 29.

Figure 29. Zones d’inhibition des extraits du filtrat de culture de I’acétate d’éthyle a partir de
G46 contre Listeria monocytogenes (ATCC 13932).

L’extraction effectuée a 1’aide de solvants non miscible a 1’eau est de polarités différentes
(Zitouni et al., 2005; Badji et al., 2005; Boughachiche, 2012) montre que 1’activité antibactérienne
de la souche de Streptomyces G46 contre la souche bactérienne Listeria monocytogenes (ATCC
13932) est meilleure avec 1’acétate d’éthyle (18,5 mm), faible avec le dichlorométhane et nulle avec
le n-hexane et le n-butanol. Pour la souche de Streptomyces Al12 cette activité est meilleure avec

I’acétate d’éthyle (19,5 mm), faible avec le n- butanol et nulle avec le n- hexane.

Les résultats obtenus montrent que les substances antibactériennes ont été concentrées dans la
phase organique qui a entrainé l'inhibition de la croissance de la souche bactérienne Listeria
monocytogenes (ATCC 13932). Le meilleur résultat est obtenu en utilisant 1’acétate d’éthyle pour
I'extraction des molécules bioactives.
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La résistance microbienne aux molécules constitue un probléme important lorsqu’elle
concerne des microorganismes pathogenes. Cette résistance se traduit par la capacité acquise d’un
microorganisme a résister aux effets d’un agent chimiothérapeute pour lequel il est normalement

sensible; la propagation de ces bactéries est devenue une préoccupation sanitaire majeure.

La recherche de nouvelles substances antimicrobiennes dont le spectre d’activité serait plus
large tout en étant moins agressif pour 1’hote semble toujours indispensable. Les actinobactéries et
surtout les souches et les especes de Streptomyces sont d’importants producteurs d’antibiotiques et

d’autres métabolites secondaires (Belyagoubi, 2014).

Dans ce travail nous avons étudié I’activité antibactérienne de deux nouvelles souches
d’actinobactérie du genre Streptomyces nommées Al12 et G46. Les tests représentant les propriétés
antagonistes des deux souches Streptomyces sur le milieu de culture solide ISP2 contre vingt-trois
(23) souches tests dont huit Bactéries a Gram positif et quinze a Gram négatif (résistantes toute a
des antibiotiques de la famille des béta-lactamines et ont également une résistance différentielle vis-
a-vis autres antibiotiques testés). Les résultats montrent que les deux souches ayant une activité
antibactérienne contre six bactéries Gram positive et n’ayant aucune activité contre toutes les
bactéries Gram négative et deux bactéries Gram positive (Staphylococcus aureus MRSA 3 et
Staphylococcus aureus d’origine hospitalier).

Afin de déterminer le jour optimal de production de molécules antibactériennes, la cinétique
de production des celles-ci est suivi pour les deux souches de Streptomyces pendant 10 jours sur les
deux milieux de culture liquides Bennett et ISP2. Nous avons constaté que la production est
meilleure sur le milieu ISP2 pour la souche G46 (le maximum de production est enregistré le 3™
jour avec une zone d’inhibition de 32 mm, le 9°™ et le 10°™ jour avec des zones d’inhibition
respectivement de 42 et de 40 mm, contre Listeria mononcytogenes (ATCC 13932). Pour la souche
A12 Dactivité est meilleure sur le milieu Bennett (le maximum de production est enregistré le 5™
jour avec une zone d’inhibition de 25 mm contre Listeria mononcytogenes (ATCC 13932) et

Staphylococcus aureus 639c.

Aprés la détermination de meilleur jour de production de molécules antibacteriennes
I’extraction des métabolites antibactériens est procédé a partir du filtrat de culture des deux souches
de Streptomyces en milieu liquide et en utilisant des solvants organiques de polarités différentes. Le
test de I’activité de ces extraits sur la souche test Listeria mononcytogenes (ATCC 13932) a montré

que D’activité antibactérienne de la souche G46 est meilleure avec 1’acétate d’éthyle (18,5 mm),
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faible avec le dichlorométhane (8,5 mm) et nulle avec le n-hexane et le n-butanol. Pour la souche

A12 cette activité est meilleure avec 1’acétate d’éthyle (19,5 mm), faible avec le n- butanol et nulle

avec le n- hexane.

Plusieurs prospectives peuvent étre envisageables :

v

L’optimisation de la production en milieu liquide, par la recherche des meilleures conditions
(sources de carbone et azotées, élément minéraux, temperature, aération et pH) par la
recherche des meilleures conditions (sources de carbone et azotées, élément minéraux,

température, aération et pH).

La séparation des produits de D’extrait d’acétate d’éthyle du filtrat de culture par
chromatographie sur couche mince a gel de silice, la détermination leur nombre et connaitre
leur polarité et leur rapport frontal .il serait intéressant de tester ces produits contre d’autres
bactéries cibles par ces produit et révéler ceux qui sont actifs.

La purification par chromatographie liquide a haute pression (HPLC).

La détermination de la structure chimique des molécules antibactériennes.

La réalisation des tests antagonistes contre de nombreux germes pathogénes a 1’homme et
I’évaluation de la toxicité de ’antibiotique synthétisé envers ces organismes afin de savoir

s’ils sont potentiellement intéressants dans le domaine pharmaceutique.

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI).

Tester les autres activités biologiques des métabolites secondaires des deux souches.
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Annexe 01 : Figures d’antibiogramme des souches test

Figure 01. Antibiogramme de coliforme

non déterminée

25923
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Figure 03. Antibiogramme d’E. coli E52

T
"

Figure 05. Antibiogramme d’E. coli B

Figure 06. Antibiogramme d’E. coli
BLSE1
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Figure 07. Antibiogramme d’E. coli Figure 08. Antibiogramme d’E. coli
BLSE 2 BLSE 3

Figure 09. Antibiogramme de Figure 10. Antibiogramme de Klebssiella
Klebssiella pneumoniaee BLSE 3 pneumoniaee BLSE 1

Figure 11. Antibiogramme de Listeria Figure 12. Antibiogramme de
monocytogenes (ATCC 13932) Morganella morganii
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Figure 14. Antibiogramme de

Figurel3. Antibiogramme de Pseudomonas
aeruginosa 1 Pseudomonas aeruginosa 2

Figure 16. Antibiogramme de

Figure 15. Antibiogramme de Proteus Staphylococcus aureus (H)

mirabilis

Figure 17. Antibiogramme de Figure 18. Bacillus subtilis (ATCC 6633)

Salmonella sp.
1]
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Annexe 02. Figures de test de ’activité antibactérienne négatif sur milieu solide de la
souche A12

K. pneumoniae 3 K. pneumoniae 2 K. pneumoniae 1

Salmonella sp.

P. aeruginosa 1

P. mirabilis

Figure 01. Activité antibactérienne contre les Figure 02. Activité antibactérienne contre
souches sus indiqués les souches sus indiqués

B %

E. coli 3

Figure 03. Activité antibactérienne contre les
souches sus indiqués
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Annexe 02. Figures de test de I’activité antibactérienne négatif sur milieu solide de la
souche G46

K. pneumoniae 2

K. pneumoniae 3 7

Figure 04. Activité antibactérienne contre Figure 05. Activité antibactérienne contre
les souches sus indiqués les souches sus indiqués

P. aeruginosal

P. aeruginosa2

M. morganii

Salmonella sp.

Figure 06. Activité antibactérienne contre les
souches sus indiqués
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Annexe 03. Propriétés physiques des solvants organiques utilisés :

e Propriétés physiques des solvants organiques utilisés

iétés physiques Ebullition Densité Polarité
Solvants (°C)
n-Hexane 69 0,659 0,1
Dichlorométhane 40 1,325 3,1
Acétate d’éthyle 77 0,901 4.4
n-Butanol 118 0,810 --
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