PAGE  
24
Chapitre III: Production des antibiotiques par les Actinomycètes


III) production des antibiotiques par les Actinomycètes

    3.1 Méthode de détection de nouveaux antibiotiques

       La question est plus de savoir comment faire pour découvrir de nouvelles molécules thérapeutiques ?  Pour cela il existe deux axes d’investigation qui ne peuvent pas être considérés séparément, l’un représente la recherche des souches produisant l’antibiotique et l'autre la détection des activités de ces derniers. 
     3.1.1 Méthode de la recherche de nouvelles souches  

         Cet axe comprend comment découvrir un nouveau microorganisme et que doit on faire pour avoir de nouveaux métabolites produits par ce dernier. Le programme de recherche débute par le choix des microorganismes à étudier. Ceux-ci sont généralement isolés à partir du milieu naturel et le chercheur peut choisir parmi différents principes.  

       - Etudier  un grand nombre de micro-organismes afin d'augmenter les chances d'isoler une souche intéressante  (Rake et al, 1986 ; Desnottes, 1995). 
       - Utiliser des espèces rares provenant d'un environnement particulier qui a été peu ou pas exploité dans la recherche précédente (Henry, 2000; Donadio et al, 2002). 
       - Utiliser des souches déjà décrites qui sont productrices de substances connues on intéressantes à la production de composés mineurs possédant des propriétés biologiques intéressantes (Fleming et al, 1982). 
        - Utiliser des souches décrites et réalises des amélioration génétiques sur elle ou utiliser une même souche et modifier les conditions de culture. (Iwai et Omura, 1982) 

     3.1.2 La détection d'activité d’antibiotiques  

         La méthode la plus utilisée fait appel au  principe de diffusion en gélose  qui est basée sur deux techniques : 
· Technique des puits 

            Cette technique est employée pour tester l’activité antimicrobienne du surnageant. Des boites de Pétri contenant une couche du milieu gélosé  d’une épaisseur de 4mm sont préparées. Cette première couche est recouverte de 3 ml de gélose ensemencée avec un microorganisme test  (Bacillus cereus,  Staphylococcus aureus et Candida. albicans). Des cylindres de gélose sont prélevés et au fond des puits ainsi creuse, une quantité de 25 µl de gélose en surfusion est déposée. Les puits ainsi préparés sont prêts à recevoir un volume de 
80 µl du surnageant à tester. Les boites sont placées à  4 °C  pendant 2 h puis incubées à 37°C. La mesure des  diamètres d’inhibition autours des puits est effectuée après 18 à 24 h d’incubation  (Tortorano et al, 1979).
· Technique des disques

             Des disques de papier whatman n° 3 de 6mm de diamètre, reçoivent 20µl des deux types d’extraits organiques du surnageant et extrait méthanolique du mycélium. Après  séchage, les disques sont déposés sur le milieu gélosé préalablement ensemencé avec un microorganisme-test (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et Candida albicans).

            Des disques témoins sont réalisés en déposant 20µl du solvant pur correspondant.

Les boites de Pétri sont placées à 4° C pendant deux heures puis incubées à 37° C. La mesure des diamètres d’inhibition autour des disques est effectuée après 18 à 24 heures d’incubation (Barry et al, 1970).
3.2 Les conditions nécessaires à la production d’antibiotiques 

       L'ensemble des conditions influençant la biosynthèse des antibiotiques se répartissent  en deux catégories nutritionnelles (Iwai et Omura, 1982) et environnementaux  (paul, 1999). 
3.2.1 Les conditions nutritionnelles 
       Ces  conditions doivent être contrôlées qualitativement et quantitativement. 
· Source de carbone

           D’une manière générale, la production de l’antibiotique  commence après que la source de carbone favorisant une croissance rapide (glucose ou glycérol) sera entièrement  métabolisée.
· Source d’azote                                                                                                        La forme sous laquelle l’azote est apporté aux cultures influe sur le rendement. De nombreuses synthèses d’antibiotiques peuvent être inhibées par des excès d’ions d’ammonium ou d’autres source azotées rapidement métabolisables.
· Phosphate inorganique 

            Si la croissance des microorganismes réclame des concentration en phosphate variant entre 0,3 et 300mM, la synthèse de très nombreux métabolites secondaires est inhibée par des 
concentrations trop élevées. Dans la majorité des cas la concentration optimale est située aux environs de 10mM  
· Sels minéraux 

            Certaines productions, telles que celles de la streptomycine ou de la tétracycline, sont améliorées par l’addition de 0,5 et 1% de Na Cl.
· Oligo-éléments

            Beaucoup d’oligoélément cofacteurs de croissance d’Actinomycètes sont nécessaires à des concentrations très faibles 10-7 M. C’est le cas du Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn et Mo. Le manganèse, le fer et le zinc jouent un rôle important dans la biosynthèse.
· Précurseurs

            Par addition de précurseurs naturels ou modifiés en début de l’idiophase, la biosynthèse des antibiotiques peut être contrôlée qualitativement.
· Inhibiteurs

            Dans le cas de plusieurs métabolites synthétisés simultanément par la même souche d’Actinomycète, l’addition d’inhibiteurs d’une voie de synthèse spécifique peut conduire à des augmentations de productions concernant l’antibiotique visé.

3.2.2 Conditions environnementales 

· pH

            De faibles variations de pH peuvent avoir des effets marqués sur la productivité d’une souche. Des additions de carbonate de calcium sont souvent effectuées pour maintenir le pH aux environs de la neutralité.
· Température 
Les températures optimales pour la production sont situées dans des zones souvent étroites et les optima généralement plus bas que ceux de la croissance.       
· Aération 

             Toutes les productions d’antibiotiques exigent des conditions aérobies. La concentration en oxygène dissout est un facteur capital pour l’optimisation des fermentations.   
3.3 Production des antibiotiques en milieu liquide selon filial ANTIBIOTICAL de SAIDAL
      Au niveau de l’industrie, la production des antibiotiques est à grande échelle se qui exige l’utilisation de culture en milieu liquide.

Dans le protocole de production d’antibiotique, les références sont selon filiale ANTIBIOTICAL de SAIDAL  de  MEDIA
3.3.1 Préculture

       Dans cette étape, en réalisant des précultures la souche sélectionnes Streptomyces rimosus qui est déjà conservée sous forme de spores  lyophilisées ou mycélium congelés. 

Cette préculture sera utilisée pour inoculer les fioles ou le fermenteur de la production des antibiotiques 
  a) Suspension de spores lyophilisées 

         Suspendre le contenu de chaque ampoule de 2ml avec 1,5ml d'eau distillée stérilés et faire une série de dilutions 
   b) Suspension de mycélium congelé

         Décongelées les fragments de mycélium congelées à température ambiante et mettre une série de dilution  avec l'eau distillée stérilisée.

Inoculer chaque boite Pétri contenant 20 ml de milieu solide compact  avec 0,20ml de chaque dilution de 10-4 à 10-8.  Incuber à une température de 28° C pendant 15 jours dans chambre d'incubation contrôlée avec un taux d'humidité de 55-60 %.
3.3.2 Culture en fioles agitées

       Pour la formation de mycélium végétatif on a incuber avec chaque colonie de suspension des fioles de 500 ml contenants 40 ml de milieu végétative liquide  et incuber à une température 28° C et  d'humidité de 55-60 % avec l'agitation constante.

La croissance est estimée par la biomasse finale, après plusieurs jours de culture la production d’antibiotiques est mesurée par la technique de diffusion sur disque de papier. 
3.3.3 Culture en fermenteur

        Le fermenteur utilisé fait partie de la filiale ANTIBIOTICAL de 130m3. Il est rempli avec 83m3 de milieu fermentatif liquide. 
La cuve en pyrex, est  fermée par une platine en acier inoxydable conçu pour recevoir le moteur d'entraînement de l'axe d'agitation. Une piège branché sur la sortie d’air du fermenteur est connectée aux différents modules (température, pH mètre, et aération), puis il est ensemencée avec une moyenne de 40 mm de milieu avec 1mm mycélium végétatif développée. 

3.4 Cinétique de croissance et de production 

   a) Évolution de la biomasse et de pH 

        La phase de latence est pratiquement inexistante. Durant la phase de croissance le poids sec augmente rapidement pendant les 24 h de fermentation et plus lentement 
entre 24 et 120 heures. Cette phase est marquée par une acidification du milieu de culture qui s'explique par une libération d’acides organiques. (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1990). 
        La phase stationnaire commence après 5 jours de fermentation. Elle est caractérisée par une période de faible croissance accompagnée de la faible augmentation pH qui probablement dû à la dégradation des sources azoté (Leclerc, 1995). Pendant cette phase, une augmentation remarquable du poids sec qui peut être expliquée par la faible précision de la technique. En effet, le dosage des acides nucléiques représente dans ce cas l'une des techniques les plus favorables permettant de séparer avec plus de précision la fin de la phase stationnaire et le début de la phase de décroissance chez les micro-organismes filamenteux. 
        La phase de déclin caractérisée par une diminution  du poids sec et un pH acide qui demeurent constants entre le douzième  jour et le quatorzième jour (Martin et Mcdaniel, 1975). (Figure3)
  b) Évolution de l'activité antibactérienne 

        L'activité antibactérienne du surnageant de culture est détecté par la technique des puits. 

Pour l'extrait de mycélium, l'activité antibactérienne est mise en évidence par l'inhibition des souches de Bacillus cereus et Echerichia coli. Elle apparaît  après trois jours de fermentation, atteint son maximum vers le neuvième  jour et reste constante jusqu'au quatorzième  jour 

La croissance et la production d’antibactérien dans un extrait de mycéliums ne sont pas liées
(Martin et Mcdaniel, . 1975 et Mendez et al.1985).
3.5  L'extraction, purification et identification des antibiotiques 

         Après  la culture, les milieux sont centrifugés à 8000 tr/mn pendant 20mn et filtrés sur papier Watman n°1 pour analyser séparément le filtrat et des cellules (culot). 
3.5.1 Extraction

   a) Extraction à partir des cellules

         Les cellules récoltées après filtration, ont subis une extraction par 25 ml de méthanol,  d’éthanol, de l'acétone ou la dimétylformamide pendant 2 heures sous agitation à la température ambiante après centrifugation à 6000 tr/mn pendant 20 mn le surnageant  contenant l’antibiotique puis repris dans 5 ml de solvant et en fin par test  antibiographie (Hamill, 1976).
   b) Extraction à partir du filtrat

         Elle est réalisée avec des solvants non miscibles à l'eau, dans une ampoule à décanter.  

Plusieurs aliquotes de 100 ml de filtrat sont extraites séparément, avec 40ml de solvant de différent polarités: n-bulanol, acétate d'éthyle, chloroforme, éther-diéthylique , benzéne et   

n-hexane. L’activité antimicrobienne et antifongique est recherchée dans les deux phases
(phase organique et aqueuse). Avant extraction, ajuster le pH du filtrat à 3, 7, 10 avec une 
solution de NAOH ou HCL. Cette étape peut précipiter des impuretés avant extraction  et stabiliser l’antibiotique (Hamill, 1976).
3.5.2 Séparation et purification
        Elle se fait par l’utilisation de chromatographie
   a) Réalisation de la chromatographie  

        Un extrait préparé selon les techniques précedentes est déposé dans un coin de couche maince, puis développé dans une cuve (chambre à chromatographie) contenant le systeme de solvant choisi.  La chromatographie est arrêtée quand le front du solvant a parcourue une distance d'environ 15 cm à partir du dépôt. Le solvant est éliminé de la plaque par simple évaporation à température ambiante. (Goodfellow et al, 1976).
    b) Révélation microbiologique de la chromatographie  

         Le germe cible (bacterie, champignon ou levure) est inoculé dans un milieu gélosé puis réparti avec une pipette sur toute la surface du chromatogramme de façon à obtenir une couche uniforme. Il est déposé sur le font d'une boite en polyéthylène stérile, ces boite sont laissées, 2h à 4°C avant d'être placés  à l'étuve. Le Rf des zone d'inhibition et noté après l'incubation à 28°C pendant 24 heures ou plus selon le type de microorganisme cible (Donadio et al, 2002).
    c) Révélation chimique sur les plaques

        Parallèles aux  bioautographies, se visualisé dans la résultat, est réalisé par pulvérisation     sur des plaques ayant migrées dans des mêmes conditions, afin d'établir éventuellement des corrélation, aux même Rf, entre activité biologie et révélations chimiques spécifiques.
La récupération des produits se fait en découpant les zones actives puis la désorption est effectuée à l'eau.  Ces extraits semi purifiés seront soumis, par la suite, à d'autres analyses  de purification; chromatographies sur colonne ou HPLC (Betina, 1973)
3.5.3 Identification des antibiotiques

      a) Identification des antibiotiques connus

           Etant donné le grand nombre de métabolites déjà décrits (plus de 6000), une des premières taches sera de déterminer, à un stade précoce de l’isolement, si l’antibiotique est déjà connu. Donc une caractérisation préliminaire des antibiotiques est absolument nécessaire.
Dans la majorité des laboratoires de recherche l’accumulation des données personnelles au sujet des spectres d’action et des propriétés chromatographiques sur papier ou sur couche mince des antibiotiques connus ont été utilisées pour la classification et l’identification  préliminaire des antibiotiques des extraits des cultures microbiennes (Betina, 1965 ; Jackson, 1988).
       b) Identification des antibiotiques inconnus

            Durant la caractérisation préliminaire d’un antibiotique inconnu les tests sont utilisés pour obtenir des informations sur la famille de l’antibiotique et pour faire face aux problèmes posés par l’extraction et la purification d’un  composé inconnu. Ces tests sont appliqués soit à un extrait cellulaire soit à un filtrat de fermentation.

Ils consistent principalement à :

· Mesurer  la stabilité du composé à diverses températures et à des valeurs différentes de pH.

· Evaluer sa solubilité dans des solvants de polarités différentes.

· Etudier son comportement chromatographique (Rf) sur papier ou sur couche mince avec différents solvants polaires et apolaires.   (Box, 1985) 

