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Il y a quelques décennies, le monde croyait que la science avait triomphé des maladies 

infectieuses et que tout était sous contrôle. Les vaccins et les antibiotiques ont effectivement 

permis de vaincre ou contrôler certains fléaux comme la variole ou la tuberculose, on a même 

cru, un bref instant, que les menaces bactériennes et virales appartenaient au passé. 

 

Depuis l’introduction des antibiotiques dans l’arsenal thérapeutique des ma ladies 

infectieuses les microorganismes ont développé des moyens de défenses leur conférant une 

insensibilité aux antibactériens ces résistances aux antibiotiques au dose thérapeutiques 

apparaissent plus au moins rapidement selon la complexité chimique des  antibiotiques et du 

patrimoine génétique de la bactérie. Actuellement quel que soit l’antibiotique utilisé il existe 

des souches de différentes espèces bactériennes qui leurs sont résistante (GENNE et 

SIEGRIST, 2003). 

 

L’apparition des bactéries résistantes et l’évolution de leur dissémination constituent 

une des grandes préoccupations de santé publique au niveau mondial. En 1999, l’Union 

européenne a fondé l’EuropeanAntimicrobialResistance Surveillance Network (EARSS) qui 

récolte à partir des différents réseaux nationaux de laboratoires les données de résistance de 

certaines bactéries : Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, 

Enterococcusfaecalis, Enterococcusfaecium, Escherichia coli, Klebsiellapneumoniae et 

Pseudomonas aeruginosa . 

 

Devant ce problème de la résistance aux antibiotiques et la sensibilité des patients 

associe à l’incapacité de contrôler certaines maladies infectieuses ont conduit à la recherche 

continue de nouveaux antibiotiques, afin de combattre les organismes résistants parfois à 

plusieurs antibiotiques. Pour atteindre cet objectif, des différentes stratégies sont adoptées : 

 

- L’extraction de nouveaux dérivés chez des mutants de souches répertoriés,  

 - La réalisation de nouvelles molécules semi synthétiques à partir de structures connues ou la 

synthèse de nouveaux dérivés,  

- Poursuite d’isolement de microorganismes producteurs de substances bioactives  
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De nombreuses recherches se sont orientées vers le criblage de nouvelles souches 

productrices d’antibiotiques telle que les actinomycètes. En Algérie, les sols de palmeraies, 

qui constituent un écosystème particulier, renferment un potentiel assez riche en 

actinomycètes particulièrement les actinomycètes rarement isolés de par le monde tels que les 

genres Planomonospora, Planobispora,Nocardiopsis, Actinomadura,Saccharothrix ,etc. 

(SABAOU et al., 1998) qui se sont révélés être de grands producteurs de nouvelles 

molécules antimicrobiennes (ZITOUNIet al., 2005, BOUDJELLAet al., 2006). 

 

Dans le présent travail, nous nous sommes fixés comme objec tifs essentiels : le 

criblage des souches d’Actinomycètes productrices de substances à effet antagoniste vis-à-vis 

des bactéries et champignons pathogènes, l’extraction de ces molécules bioactives par des 

solvants organiques, et enfin réaliser une étude préliminaire de caractérisations de ses souches 

d’actinomycètes.  
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Chapitre 1 : Les actinomycètes  

1-Définition 

 Les actinomycètes, organismes procaryotes, sont classés parmi les bactéries. Elles sont 

incluses dans l’Ordre des actinomycètes défini dans la huitième édition du manuel de 

BERGEY (1974) comme regroupant : «des bactéries à Gram positif qui tendent à former des 

filaments ramifiés, lesquels peuvent être assez développés pour former un véritable 

mycélium. Le diamètre de ces filaments varie entre 0,5 et 2 μm mais est généralement 

inférieur à 1 μm » 

  Leur paroi cellulaire ne renferme ni chitine ni cellulose mais une glycoprotéine 

contenant de la lysine (formes fermentatives) ou de l’acide diaminopimélique (formes 

oxydatives), et leur cytologie est celle des bactéries (MARIA et SEBALD, 1990). 

2-Taxonomie 

 

 Pour  la  caractérisation  et  l’identification  des  actinomycètes  un  ensemble  de  

donnés phénotypiques  et  génotypiques  doivent  être  rassemblées,  pour  arriver  jusqu’au  

niveau  de l’espèce  ou  de  la  souche.  Cette  caractérisation  polyphasique  repose  sur  les  

techniques classiques  qui  sont  l’étude  de  la  culture,  de  la  morphologie,  de  la  

physiologie,  de  la chimiotaxonomie et les méthodes génotypiques.  

 En se basant sur le système de classification de Murray (Bergey’s Manual of 

Systematic of Bacteriology, MURRAYet al., 1989), les actinomycètes ont été classés dans le 

règne des procaryotes, division des bactéries Gram-positives, classe des Thallobacteria 

(bactéries Gram-positives ramifiées), dans laquelle on trouve l'ordre des Actinomycétales 

(OUHDOUCH, 2003). Le tableau 1 montre la classification hiérarchique de la classe 

Actinobacteria basée sur l'analyse phylogénétique de l'ADNr / ARNr 16S (GARRITYet al., 

2004). 
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Tableau 1 : La classification hiérarchique de la classe Actinobacteria basée sur l'analyse 

phylogénétique de l'ADNr / ARNr 16S (GARRITY et al., 2004). 

Classe Actinobacteria 

S/Cl 

Acidimicrobidae 

 

S/Cl  

Rubrobacteridae 

S/Cl 

Coriobacterida 

S/Cl  

Sphaerobacteridae 

S/Cl 

Actinobacteridae 

S/Cl 

Actinobacteridae 

 

Bifidobacteriales Ordre Actinomycetales 

Actinomycetales 

S/O 

Actinomycineae 

 

S/O 

Micrococcineae 

S/O 

Corynebacterineae 

S/O 

Micromonosporinaeae 

S/O 

Propionibacterinee 

Famille 

 
Actinomycetaceae 

Familles 

 
Micrococcaceae 

Bogoriellaceae 
Rarobacteraceae 

Sanguibacteraceae 

Brevibacter iaceae 

Cellulomonadaceae 

Dermabacteraceae 

Dermatophilaceae 

Dermacoccaceae 

Intrasporangiaceae 

Jonesiaceae 

Microbactericeae 

Beutenbergiaceae 

Promicromonosporceae 

 

 

 

 

 

 

 

Familles 

 
Corynebacteriaceae 

Dietziaceae 
Gordoniaceae 

Mycobacteriaceae 

Nocardiaceae 

Tsukamurellaceae 

Williamsiaceae 

Famille 

 
Micomonospoiaceae 

Familles 

 
Propionibacteriaceae 

Nocardioidaceae 

S/O 

Psuedonocardineae 

 

S/O 

Streptomycineae 

S/O 

Streptosporangineae 

S/O 

Frankinea 

S/O 

Glycomycineae 

Familles 

 
Pseudonocardiaceae 

Actinozynnematceae 

 

 

 

Famille 

 
Streptomycetaceae 

Familles 

 
Streptosporangiacee 

Nocardiopsaceae 

Themomonospoaceae 

Familles 

 
Frankiaceae 

Geodermatophilaceae 

Microsphaeraceae 

Sporichthyaceae 

Acidotherma ceae 

Kineosporiaceae 

Famille 

 
Glycomycetaceae 

S/Cl: sous classe,  S/O: sous ordre 
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3-Les principaux caractères des actinomycètes  

 

 3-1-Habitat 

 Les actinomycètes sont adaptés à divers milieux écologiques 

(GOODFELLOWetal.,1983) . Elles peuvent être dans les sols, dans les eaux douces ou 

salines et dans l'air. Toutefois, elles sont particulièrement abondantes dans le sol, 

spécialement dans les sols alcalins et les sols riches en matières organiques où elles 

constituent une part importante de la population microbienne (LOQMAN, 2009). 

Tableau 2: Répartitionde quelques genres d’actinomycètes par type 

d’habitat(GOODFELLOWet al.,1983).  

Genre 

 

Habitat 

Actinomadura 

Actinoplane 

Frankia 

Microbiospora 

Micromonospora 

Rhodococcus 

 

Saccharomonospora 

Streptomyces 

Steptosporangium 

 

Sol 

Sol,Eau,Litière 

Nodules des racines 

Sol 

Sol, Eau 

Sol,Eau,Fumier,Litière,Matière en 

décomposition 

Sol,Eau,Litière 

Sol, Eau 

Matière en décomposition et en 

fermentation  

 

3-2-Morphologie 

 

 Les actinomycètes sont des bactéries filamenteuses, séptées, ramifiées, à coloration de 

Gram positive (NANJWAD et al., 2010). La morphologie des différents groupes 

d’actinomycètes est très variable, elle va de formes peu évoluées comme Mycobacterium, à 

des formes très évoluées comme le genre Streptomyces qui forme un véritable mycélium non 

fragmenté et sporulant (SMAOUI, 2010). 

 

 Morphologiquement, les actinomycètes peuvent être classés en deux groupes. Le 

premier ce compose d'organismes qui ne présentent pas de caractéristiques morphologiques 

particulières et forme seulement une masse de filaments ramifié.  
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 Le second comprend les organismes qui sont morphologiquement plus complexes que 

le premier (LECHEVALIERetLECHEVALIER, 1985).La figure ci-dessous nous montre une 

coupe transversale d’une colonie d’actinomycète.  

 
 

Figure1 :  Coupe  transversale  d’une  colonie  d’actinomycète  avec  des  hyphes  vivants   

(bleus-verts) et  morts  (blancs).  Le mycélium  végétatif  et  le  mycélium  aérien  avec  des  

chaînes de conidiospores  sont  représentés  (PRESCOTTet al., 2003). 

 

 Les colonies formées par les actinomycètes sur des milieux solides présentent 

différents aspects macroscopiques qui peuvent être regroupés en trois types :  

 Des colonies poudreuses couvertes d'hyphes aériens fermement attachés au milieu  

 Des colonies pâteuses qui peuvent être facilement détachées des milieux solides  

 Des colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d'hyphes aériens attachés 

au milieu par des crampons. 

 

 

 3-3-Physiologie et Métabolisme  

 

 Physiologiquement et écologiquement, il existe deux  groupes  d’actinomycètes.  

En premier lieu, les formes fermentatives, anaérobies strictes ou facultatives, illustrées par  

le genre Actinomyces.En général, les actinomycètes sont des chimoorganotrophesutilisant une 

grande variété  de  sources  d'énergie  y  compris  les  polymères  complexes.  Mais plusieurs 
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espèces sont capables aussi de croissance chimioautotrophique utilisant l’oxydation de 

l’hydrogène comme source d’énergie et le gaz carbonique comme source de carbone 

(MARIAT et SEBALD, 1990). 

 

3-4-Cycle de développement des actinomycètes  

 

  Le cycle de vie de nombreux actinomycètes commence par la germination des spores, 

processus qui nécessite la présence des ions de calcium. Cette germination donne naissance à 

un mycélium primaire ramifié (OGARAet al., 2008). 

 A l'extrémité du mycélium aérien se forme des spores asexuées à paroi fine appelées 

conidies ou conidiospores, ces spores naissent par séptation du mycélium primaire 

habituellement en réponse à un stresse d’environnement (manque de nutriment). Si les spores 

sont localisées dans des sporanges, on les appelle des sporongiospores. Généralement ces 

spores ne sont pas résistantes à la chaleur, mais résistent bien à la dessiccation et ont de ce fait 

une importante valeur adaptative, les actinomycètes sont immobiles, excepte pour les spores 

de certains genres (Actinoplan, Spirillospora….etc (PRESCOTT et al, 2010). 

Exemple :Cycle de développement de Streptomyces griseus. 

 

Le cycle de développement de Streptomyces débute par la germination d’une spore 

donnant naissance à un mycélium primaire, formé d’hyphes non séptées et plurinucléés, 

ramifié et ancré dans le milieu solide. Sur ce mycélium primaire, se développera ensuite un 

mycélium aérien. Les extrémités des hyphes aériens se cloisonnent et se différencient pour 

former des chaînes de spores uninucléées comme le montre la figure N° 2.  
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Figure 2 : Cycle de développement deStreptomyces griseus (HORINOUCHI, 2002). 

 

 

3-5-Matériel génétique  

 

 La taille de l’ADN des actinomycètes est de 3,7 Méga Daltons c’est à dire deux fois  

celui  de  E.coli(Escherichia coli) la  durée  de  réplication  de  l’ADN  est  de  50  à  65  

minutes.  

  Les  bactéries actinomycétales  possèdent  un  remarquable  degré  de  variabilité  

génétique  due  à  des réarrangements  du  génome  à  cause  de  plusieurs  types  de  

mutations  essentiellement chromosomiques, les plasmides peuvent aussi être sujet à des 

réarrangements. A la suite de croisements des actinomycètes, des parties du chromosome de 

la souche donneuse peuvent devenir plasmides dans la souche receveuse. Ces derniers jouent 

un rôle de régulation dans la synthèse des antibiotiques.  Il  est  rare  de  trouver  des  gène  

codant  pour  la  biosynthèse d’antibiotiques localisés sur le plasmide. Ils sont normalement 

chromosomiques, regroupés en plusieurs unités de transcription, ils ont pour voisinage des 

gènes de régulation spécifiques (LARPENTet al., 1989). 
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   4-Critères d’identification des actinomycètes 

 

 La  taxonomie  des  actinomycètes  est  basée  sur  plusieurs  critères :  

morphologiques, chimiques,  physiologiques  et  moléculaires.  L’identification  des  genres  

est  facilitée  par  les  études morphologiques  tandis  que  les  critères  physiologiques  et  

moléculaires  (ex.  Hybridation ADN-ADN) séparent les espèces. 

 

4-1-Critères morphologiques 

 

La  croissance  des  colonies  des  actinomycètes  est  variable  en  fonction  de  la 

Composition  des  milieux  de  culture.  La  forme,  la taille  et  la  texture  de  la  colonie  sont  

des critères qui aident à différencier les genres. Les mycéliums, végétatif et aérien, peuvent 

avoir des  pigments  intracellulaires  différents  qui  peuvent  être  observé  sur    le  dos  de  la  

colonie (mycélium  végétatif)  et  à  la  surface  de  la  colonie  (mycélium  aérien).  Ces 

germes  peuvent aussi diffuser des pigments dans le milieu de culture. La couleur des 

pigments varie selon les espèces (SHIRLING et GOTTLIEB, 1966). 

4-2- Critères physiologique  

 

 Les critères physiologiques sont très importants pour l’identification des espèces. Ils 

consistent en des tests de dégradation de nombreuses substances, des glucides, des lipides, des 

protéines, un des caractères essentiels pour la différenciation des espèces des Streptomyces est 

la production de pigments mélanoïdes.  

 Les principaux caractères  physiologiques  utilisés  en  taxonomie  des  actinomycètes  

sont : 

 les optima du pH et de la température de croissance. 

 la sensibilité au chlorure de sodium et aux antibiotiques ainsi qu’à certains agents 

chimiques. 

 l'utilisation de sources carbonées et azotées  ainsi  que  la  dégradation  de  certains  

polymères  tels  que    l'amidon,  la  caséine  et  la gélatine. 

 la production de mélanine (SHIRLING et GOTTLIEB, 1966). 
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  4-3- Critères biochimiques 

 

 La composition  de  la  paroi cellulaire  en acides  aminés,  glucides  et    

lipidesconstituent le principal caractère utilisé  en chimiotaxonomie (AOUAR, 2006). 

 4-3-1-Composition en acides aminés    

 

 Les Streptomyces et genre  apparentés  contiennent  la  forme  LL-DAP(acide 2,6-

diaminopimélique) contrairement à l'ensemble des autres Actinomycétales  

(AOUAR, 2006). 

 

 

4-3-2-Composition en sucres 

 

Les glucides de    la paroi    cellulaire permettent une séparation  en  quatre 

groupes majeurs.  

       Le    spectre    de    sucres    A    (arabinose    +    galactose)    estcaractéristique des 

genres Nocardia et Saccharopolyspora.  Le spectre  glucidiqueB  (madurose)  est  présent  

chez  les genres Actinomadura et Streptosporangium.Les  Streptomyces  et  genres  

apparentés  ne synthétisent aucun glucide en quantitécaractéristique (spectre C). Il en est de 

même pour les genres Thermomonospora etles Thermoactinomyces.  La présence  de xylose  

et d'arabinose  (spectre  D)  estcaractéristique des Actinoplanes et du genre Micromonospora 

(AOUAR, 2006). 

 
4-3-3-Composition en lipides 

 

 Ce sont  des  chaînes  qui  peuvent  être  droites  ou  ramifiées,  saturées  ouinsaturées. 

Le nombre d’atomes de carbone est caractéristique du genre. Les acidesgras rencontrés chez 

les actinomycètes sont, soit des molécules de 12 à 20 atomes decarbone,  soit  un  groupe  

d’acides  mycoliques  de  20  à  90  atomes  de  carbone, caractéristique  des  genres  tels  que 

Mycobacterium, Nocardia et Rhodococcus(COLLINet al., 1981). 
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4-4-Critères moléculaires 

 

4-4-1-Composition en GC% 

 

 En 1949, Chargaff et ses collaborateurs, montrent que le contenu en bases puriques et 

enbases pyrimidiques de l'ADN pouvait varier, mais qu'il était relativement constant pour 

lesindividus d'une même espèce. Chez les bactéries, les valeurs du (G+C %) sont très 

disperséeset elles varient de 25 à 75 %. Actuellement, on admet que des bactéries dont les 

(G+C %)diffèrent de plus de 5 % ne peuvent appartenir à une même espèce et que des 

bactéries dontles (G+C %) diffèrent de plus de 10 % ne peuvent appartenir à un même genre. 

Bien sûr, desvaleurs du (G+C %) identiques n'impliquent pas que les bactéries sont proches 

car les basespeuvent être disposées de manière très différente sur l'ADN.  

  

Tableau 3 : Différentes valeurs de GC % rencontrées dans le groupe des Actinomycètes 

(WILLIAMSet al., 1989). 

 

Genre G+C% 

Actinomadura 

Nocardia 

Streptomyces 

Micromonospora 

Actinoplane 

Actinopolyspora 

Agromyces 

Frankia 

Glycomyces 

Nocardiospsis 

Rhodococcus 

Steptosporangium 

Streptoverticillium 

Thermoactinomycines 

 

 

64  à 69 

64 à 72 

69 à 78 

71 à 73 

72 à 73 

64 

71 à 77 

66 à 71 

71 à 73 

64 à 69 

63 à 72 

69 à 71 

69 à 73  

53 à 55 

 

 

4-4-2-Hybridations ADN-ADN 

 

L’hybridation  ADN-ADN  repose  sur  le  contrôle  de  la  réassociation  de  

monobrins d’ADN de différents organismes. Le degré de cette réassociation est exprimé en 
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pourcentage (%) d’homologie, et l’organisme est considéré appartenir à l’espèce lorsque ce 

pourcentage est  > 70 % et la divergence est > 5 %, à une température ≤ à 5 °C, dans les 

mêmes conditions de  dénaturation (ANDERSON et WELLINGTON, 2001). 

 

Tableau 4 :Spécificités des techniques moléculaires appliquées à la taxonomie des 

Streptomyces (Anderson et Wellington, 2001). 

Cible Méthode Spécificité 

 

ADN chromosomique total 

- Hybridation ADN-ADN  

 

Genre, espèce 

- Restriction par des 

endonucléases (RFLP, 

LFRLA). 

Espèce, sous espèce 

 

Amplification aléatoire de fragments 

d’ADN 

- Isolement et clonage de 

fragments non hybrides 

par le croisement.  

 

Espèce, sous espèce 

 

Gènes codants des protéines ou des 

fragments du gène codant le ARNr ou 

23S 

- Isolement et séquençage 

de gènes ou de fragment. 

 - Analyse comparative des  

Espèce, sous espèce 

séquences. Famille, genre, 

espèce 

 

 

4-4-3-Digestion de l’ADN par des enzymes de restriction (LFRFA)  

 

 L’analyse des fragments de restriction à basse fréquence (LFRFA) est une technique  

qui utilise la totalité du chromosome bactérien, le principe repose sur la digestion de l’ADN  

avec des enzymes de restriction. Les fragments qui en résultent sont analysés par 

électrophorèse  

sur gel à champ de pulsation (PFGE) qui donne un profile d’empreintes de bandes affirmant  

l’hybridation  qui  sont  utilisées  pour  déterminer  l’apparenté  entre  les  organismes.  Cette  

méthode est utilisée pour déterminer les souches très étroitement reliées mais elle ne peut pas  

résoudre le problème des relations interspécifiques (pour la même souche) et elle peut donner  

des  erreurs  s’il  y  a  des  amplifications  et  délétions  chromosomiques  assez  importantes  

(ANDERSON et WELLINGTON, 2001). 
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 4-4-4-Amplification aléatoire de l’ADN polymorphique (RAPD-PCR) 

 

 La  RAPD-PCR  est  une  méthode  rapide  pour  le  criblage  de  souches  similaires  

des actinomycètes  mais  elle  exige  une  optimisation  stricte  de  l’amorce,  la  température  

de l’alignement et le mélange de la réaction(MEHLINGet al., 1995).Dans  cette  technique  

nous  utilisons  une  amorce  courte    de  séquence  définie arbitrairement  pour  amplifier,  

par  PCR,    l’ADN  génomique,  en  utilisant  une  température basse d’alignement, ainsi le 

polymorphisme peut être détecté. Le produit de PCR donne une bande caractéristique qui 

permet de différencier entre les chromosomes des souches sans faire appel à  

desconnaissances préalables sur les séquences chromosomiques. Cette méthode peut être 

utilisée pour la discrimination entre les souches de la même espèce. 

 

4-4-5- Séquençage de l’ADN ribosomique 

 

 C’est une technique très fiable pour l’identification des actinomycètes ( COOK et 

MEYERS, 2003). 

STACKEBRANDt et ces collaborateurs (1981 et 1983), ont été les premiers à utiliser 

cettetechnique pour la taxonomie des actinomycètes.  

  Le gène codant pour l’ARN ribosomique 16Sest un gène chromosomique d’une taille 

de 1500 paires de bases, présent chez toutes les bactéries, dont la séquence est spécifique de 

chaque espèce et dont les extrémités 5’ et 3’ (15premières et 15 dernières bases) sont 

conservées dans toutes les espèces bactériennes. L’étude de l’ADNr 16S, utilise deux 

techniques de base : la PCR et le séquençage. Cette analyse de l’ADNr 16S a été utilisée ces 

dernières annéespour les groupes à un niveau supra-génique (Famille, Ordre et même Classe) 

(RAINEYet al.,1996 ; LABEDA et KROPPENSTEDT, 2000). 

 

5-Intérêts des actinomycètes 

 

5-1-Pharmaceutiques 

 

 Malgré les progrès de synthèses chimiques. En effet, 45% des antibiotiques connus, 

sont naturellement issus des actinomycètes et plus particulièrement du genre Streptomyces 

(SIBANDAet al., 2010).Les actinomycètes ont un rôle très important dans le secteur 
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pharmaceutique. De nombreux isolats produisent des substances intéressantes, telles que les 

antibiotiques les vitamines, des substances antihistaminiques, vasodilatatrices ou 

immunostimulante et des enzymes utilisées dans les industries.  

 

5-2- Agronomiques 

 

 La fonction écologique principale des actinomycètes au sein des écosystèmes est la 

décomposition des substances organiques  (PRESCOTTet al., 2010) , grâce à leurs capacités 

de produire une large gamme d'enzyme hydrolytique, comme les protéases, les nucléases, les 

lipases,etc. (PRAKASHet al., 2012). 

 

 Les actinomycètes constituent l’un des plus grands groupes de la population 

microbienne du sol; on a suggéré plusieurs explications à cette large distribution, telles que 

leur grande capacité d’utilisation des substrats et leur activité antagoniste vis-à-vis des 

microorganismes de même habitat (KUSTER, 1976 ; ISHIZAWA ; ARARAGI, 1976 et 

ALEXANDER, 1977). 

Tableau 5: Nombre de souches d’actinomycètes produisant des métabolites bioactifs 

(BERDY, 2005). 

Famille/ Genre      Nombre Famille/ Genre  Nombre 

Streptomycetaceae Thermomonosporaceae : 

Streptomyces 

Streptoverticillium 

Kitasatosporia 

Chainia 

Microellobosporia 

Nocardioides 

8000   

258 

37 

30 

11 

9 

Actinomadura 

Saccharothrix 

Microbispore 

Actinosynnema 

Nocardiopsis 

Microtetraspora / Nonomuria 

Thermomonospora 

Micropolyspora / Faenia 

Thermoactinomyces 

Tharmopolyspora 

Thremoactinopolyspora 

345 

68 

54 

51 

41 

26/21 

19 

13/3 

14 

1 

1 

Micomonosporaceae: 

(Actionoplanetes) 

Nombre Mycobaterianceae: 

(Actinobacteria) 

Nombre 

Micromonospora 

Actinoplanes 

Dactylosporangium 

Ampullariella 

Glycomyces 

Catenuloplanes 

Catellatospora 

740 

248 

58 

9 

2 

3 

1 

Nocardia  

Mycobacterium 

Arthrobacter 

Brevibacterium 

Proactinomyces 

Rhodococcus 

(357) 

57 

25 

17 

14 

13 
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Pseudonocardiaceae  Autres espéces(non classées):  

Saccharopolyspora 

Amycalotopsis / Nocardia 

Kibdellosporangium 

Pseudonocardia 

Amycolata 

Saccharomonospora 

Actinopolyspora 

131 

120/357 

34 

27 

12 

2 

1 

Actinosporangium 

Microellobosporia 

Frankia  

Westerdykella 

Kitasatoa 

Synnenomyces 

Sebekia 

Elaktomyces 

Excelsospora 

Waksmania 

Alkalomyces 

Catellatospora 

Erythrosporangium 

Streptoplanospora 

Microechinospora 

Salinospora 

30 

11 

7 

6 

5 

4 

3 

3 

3 

3 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

Streptosporangiaceae: 

(Maduromycetes) 

Nombre   

Streptosporangium 

Streptoalloteichus 

Spirillospora 

Planobispora 

Kutzneria 

Planomospora 

79 

48 

11 

10 

4 

2 
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Chapitre 2 : Les antibiotiques et les antifongiques 

I- Les antibiotiques   

1- Définition 

A  l’origine, le  mot  antibiotique  désigne  tout  produit  microbien  qui,  même  de  

très  faibles concentrations,  inhibe  ou tue certains  microorganismes.  On l’emploie  

maintenant  dans un sens   plus  large  pour  inclure  en  outre  toute  substance  synthétique  

ou  semi-synthétique  dotée  de  ces propriétés (SINGLETON, 1994). 

2-Classification  

 Les antibiotiques peuvent être classés selon plusieurs critères : la nature chimique, le 

mécanisme d’action et le spectre d’action. La classification des antibiotiques en tenant compte 

du spectre antimicrobien ne parait pas être la meilleure en raison de l’évolution de la 

résistance bactérienne. La classification chimique permet de classer les antibiotiques en 

groupes assez homogènes mais éloignés des objectifs cliniques.  Enfin, celle basée sur le 

mécanisme d’action rend compte des propriétés particulières de chaque groupe 

d’antibiotiques (WALSH, 2000). La diversité et la complexité des molécules antibactériennes 

rendent nécessaire leur classification. Les antibiotiques peuvent être classés selon leurs modes 

d'action sur les agents infectieux, en fonction des microorganismes qu’ils inhibent ou bien 

selon leurs structures chimiques. En utilisant ce dernier moyen de classement, nous pouvons 

distinguer plusieurs familles, elles-mêmes divisées en plusieurs classes à savoir, les 

aminoglycosides, les β- lactamines, les céphalosporines, les chloramphénicols, les 

glycopeptides, les lincomycines, les macrolides, les quinolones, les sulfamides, les 

tétracyclines, les antibiotiques peptidiques, les dérivés de dicétopipérazines, les peptides 

cycliques,etc. (SMAOUI, 2010). 

 

       2-1- Familles des β-lactamines 

 

 La famille des β- lactamines comprend un grand nombre de molécules, toutes 

caractérisées par la présence d’un cycle β-lactame indispensable à l’activité antibiotique.Les 

β-lactamines sont des molécules cycliques qui interfèrent avec les étapes finales de la 

synthèse du peptidoglycane(CAVALLOet al., 2004).Ils exercent une action bactéricide sur de 

nombreuses espèces bactériennes. La thienamycine connu sous le nom de imipenème, l’un 

des derniers antibiotiques découvert possédant un cycle lactame et doté d’un large spectre 
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d’action, est produit par l’espèce actinomycetale, Streptomyces cattleya(DEMAIN et 

LANCINI, 2006). 

 

          2-1-1- Les pénicillines  

 

 Le terme pénicilline regroupe plus de 50 antibiotiques chimiquement apparentés. 

Toutes les pénicillines ont une structure commune dans laquelle la chaîne cyclique β –lactame 

tient lieu de noyau. De ce fait, on les appelle aussi β –lactamines. Elles se distinguent par les 

chaines latérales chimiques qui sont rattachés au noyau. Les pénicillines sont produites par 

voie naturel ou par voie semi synthétique(TORTORA, 2012). Elles agissent en fusant obstacle 

a l'assemblage du réseau macromoléculaire du peptidoglycane ; ce qui bloque les dernières 

étapes de la formation de la paroi cellulaire ; en particulier celle des bactéries a Gram positif. 

Du même coup, elles inhibent la croissance du microbe. Dépourvu de protection, celui-ci 

meurt rapidement (TORTORA, 2012). 

 

   2-2-Famille des céphalosporines 

 

 Les céphalosporines appartiennent à la classe des céphèmes. Elles ont été classées en 

quatre générations selon leur spectre d'activité (JACQUES, 2004). La céphalosporine C est un 

antibiotique naturel extrait du cephalosporidium, un champignon. Elle fut le premier membre 

de cette famille. Celle-ci s’étoffa peu à peu sous l’impulsion des chercheurs, qui ont 

synthétisé des molécules de plus en plus efficaces et de moins en moins sensibles aux 

défenses des bactéries. On parle de céphalosporines de 1ére, 2ème, 3ème et 4ème génération. 

Ces dernières ont la particularité d’être efficaces sur des zones de l’organisme qui ne 

pouvaient être traitées jusque- là, comme le liquide céphalo-rachidien. On peut citer les plus 

avancées : céfépime et cefpirome (NATHAN et EBERLIN, 1994). 

 

 

2-3-Famille des aminosides  

 

  Les aminoglycosides, ou aminosides, forment une famille d'antibiotiques dont les 

molécules sont reliées par des liaisons glycosidiques. Ils comprennent la streptomycine et la 

gentamicine, qui perturbent les premières étapes de la synthèse des protéines en modifiant la 

conformation de la sous-unité 30S du ribosome procaryote. Il en résulte des erreurs de lecture 
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du code génétique des ARNm (TORTORA, 2012).L’antibiotique le plus connu est la 

streptomycine produite par Streptomyces griseus et la gentamycine produite par 

Micromonospora purpurea(DEMAIN et LANCINI, 2006). 

 

 

 2-4-Famille des phénicols  

 

 On retrouve dans ce groupe le chloramphénicol, facile à synthétiser. Ce sont des 

antibiotiques à large spectre, capables de traiter de nombreuses zones de l’organisme, dont le 

système nerveux central, mais à toxicité élevée. On les utilise par exemple dans le traitement 

des méningites (NATHAN et EBERLIN, 1994). Le chloramphénicol est un antibiotique 

bactériostatique à large spectre qui perturbe la synthèse des protéines. En se liant à la sous 

unité 50S du ribosome, il inhibe la formation des liaisons peptidiques dans les polypeptides en 

croissance. Du fait de sa structure chimique relativement simple, il est moins dispendieux à 

synthétiser chimiquement qu'à isoler à partir de culture de Streptomyces. Sa faible taille 

moléculaire facilite sa diffusion dans des régions du corps habituellement inaccessibles à 

beaucoup d'autres agents. 

 

  2-5-Famille des tétracyclines 

 

 Les tétracyclines possèdent une structure particulière, elles sont formées de 4 cycles 

accolés sur lesquels sont fixées diverses chaines latérales. Ces antibiotiques inhibent la 

synthèse protéique en empêchant la liaison de l’aminoacyl-ARNt à la sous unité 30S du 

ribosome bactérien (PRESCOTTet al., 2007). Elles s'interposent entre les ARN t porteurs des 

acides aminés et la sous-unité 30S du ribosome, ce qui empêche l'ajoute de nouveaux acides 

aminés au polypeptide en formation . 

 

 

  2-6-Les macrolides 

 

  Les macrolides font partie d'une famille d'antibiotiques qui tire son nom du 

macrocycle lactone que ces agents renferment (TORTORA, 2012). Les macrolides 

comportent un grand cycle de 14, 15 ou 16 carbones. Ils ont un spectre étroit. Ces 

antibiotiques traversent les membranes bactériennes pour parvenir dans le cytoplasme de la 
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bactérie où ils vont se fixer sur leur cible : l'unité 50S du ribosome. Cette fixation perturbe la 

synthèse des protéines (JACQUES, 2004). Ce groupe agit par blocage de la synthèse 

protéique des germes résistant aux β-lactamine et aux tétracyclines (en particulier les 

staphylocoques). Il se caractérise par une forte élimination biliaire pour la spiramycine et, à 

moindres degrés, l’érythromycine.  

 

  2-7-Les quinolones 

 

  Les quinolones sont des composés cycliques et l'ajout de fluor sur la structure de base 

a permis d'obtenir les fluoroquinolones. Toutes les molécules de cette famille inhibent la 

réplication de l'ADN bactérienne. Pour ce faire, elles se fixent sur une enzyme indispensable à 

la réplication : la gyrase ou ADN gyrase, cette enzyme était intra-cytoplasmique.La quinolone 

doit traverse les différentes membranes bactériennes (JACQUES, 2004). 

 

   2-8-Les polypeptides 

 

 Ce sont des antibiotiques bactéricides à spectre étroit, on les utilise dans les infections 

sévères à bacilles gram négatif. Ce sont les antibiotiques de références pour le traitement des 

endocardites. La famille de polypeptide, qui comprend la colistine, la polymyxine B, la 

bacitracine et la tyrothricine, présente les caractéristiques communes suivantes :  

- Structure polypeptidique  

- Activité contre les bacilles gram positifs sauf la bacitracine  

- Faible absorption ; d’où leur usage en antibiothérapie digestive. 

 

3-Mécanisme d’action de l’antibiotique  

 

 Les antibiotiques sont soit bactéricides, c’est-à-dire capable de tuer les bactéries qui y 

sont sensibles, soit simplement bactériostatiques, c’est-à-dire aptes  à  empêcher  la  

multiplication  des  bactéries  sans  les  tuer.  Dans  ce  cas,  les mécanismes  de défense  de 

l'hôte  (la personne  infectée)  se chargent  de détruire les bactéries restantes,  et  un  

antibiotique,  bactéricide  à  une  certaine  concentration,  peut  s'avérer bactériostatique à 

concentration plus faible. Il est caractéristique  des antibiotiques  d'agir  en un site bien précis 

de la cellule. Selon l'antibiotique,  ce site d'action  peut  être la paroi cellulaire,  la membrane  
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cytoplasmique  ou la machinerie  de synthèse  des protéines, ou encore une enzyme impliquée  

dans la synthèse  des acides nucléiques . 

 

3-1-Action sur la synthèse de la paroi bactériennes  

 

 La paroi bactérienne est une structure rigide composée de peptidoglycane. Il s’agit 

d’un réseau tridimensionnel d’acides aminés et de chaînes polysaccharidiques, constituées de 

Nacétylglucosamine (NAG) et d’acide N-acétylmuramique (NAM).  

 

3-2-Action sur la membrane cellulaire  

 

 La membrane plasmique des microbes, située juste après la paroi cellulaire, estla cible 

de nombreux agents antimicrobiens. Essentielle à la cellule, cette membranejoue un rôle  actif 

dans la régulation de l'entrée des nutriments et de l'élimination desdéchets. Certains  

antibiotiques, en  particulier  les  antibiotiques  polypeptidiques,influent sur la perméabilité de 

la membrane plasmique des bactéries. Ces modifications engendrent la rupture de la  

membrane  et,  par  conséquent,  la  perte  d'importantmétabolites cellulaires (TORTORA, 

2012). 

 

  3-3- Action sur la synthèse des acides nucléiques  

 

 La synthèse des acides nucléiques (ADN et ARN) peut aussi être perturbée par les  

antibiotiques (Figure3) cas  des  sulfamides,  du  triméthoprime,  des  quinolones,  

desrifamycines et des nitro- imidazoles (BENZEGGOUTA, 2005). 

 

 La structure des acides nucléiques bactériens ou fongiques (ADN ou ARN)  ne 

présente  aucune  particularité.  Par  conséquent,  les  antibiotiques qui  agissent à  ceniveau 

sont toxiques pour toutes les cellules. On utilise d’ailleurs cette propriété pourune action 

antimitotiques (dans les antitumoraux). Les antibiotiques de Streptomycesemployés  en  tant  

que  cytostatiques  sont  de  différentes  natures  :  la  mitomycine  etl’adriamycine  

(anthracyclines),  l’actinomycine  (peptide),  la  bléomycine(glycopeptide), la puromucine 

(nucléoside). D’autres molécules sont utilisées en tantqu’antibactériens  comme  la  

novobiocine  (glycoside)  qui  inhibe  la  réplication  del’ADN  et  la  rifamycine  
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(ansamycine)  qui  ploque  la  synthèse  de  l’ARNm  parinhibition de l’ARN polymérase 

bactérienne (KIESERet al., 2000 ; TORTORAet al.,2003). 

 

 Dans  cette  classe,  on  trouve  deux  groupes  d'antibiotiques.  Un  premier  

agitdirectement sur la synthèse des acides nucléiques, et un deuxième groupe intervientau  

niveau  de  leurs  précurseurs  de  synthèse.  Dans  le  premier  groupe  on  peutdistinguer :  

-Les quinolones qui agissent sur les enzymes réglant la conformation de l'ADN telque les  

topo-isomérases  (essentiellement  l'ADN  gyrase).  L'arrêt  de  l'activité  de  cesenzymes 

bloque tout changement de conformation et toute synthèse d'ADN. 

-Le deuxième groupe d'antibiotiques agit sur les précurseurs de synthèse des acides 

nucléiques qui sont les folates. Ces derniers et en particulier l'acide tétrahydrofoliquejoue un 

rôle essentiel dans la synthèse des bases puriques et pyrimidiques. Pour cedeuxième  groupe,  

on  peut  citer  les  sulfamides  et  les  2-4-diaminopyrimidines(SMAOUI, 2010). 

 

 

 Figure 3: Principaux  antibiotiques  inhibiteurs  de la synthèse  des acides 

nucléiques(WALSHet al., 2001). 
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4-Résistances aux antibiotiques 

 

 La résistance aux antibiotiques est un phénomène aussi ancien que l’apparition 

desantibiotiques. Les antibiotiques sont au départ des substances naturelles générées par 

deschampignons mais aussi par certaines bactéries pour se défendre contre les autres 

bactéries.  Les bactéries deviennent résistantes à un antibiotiques du jour à lendemain, 

lorsqu'elles subissent une mutation qui modifie la cible visée par l'antibiotique ou encore 

lorsqu'elles acquièrent d'une autre bactérie l'information génétique permettant de détruire ou 

d'inactiver l'antibiotique.. Dès 1940, juste  après  la  découverte  de  la  pénicilline,  

ABRAHAM  et  CHAIN  avaient  mis  en  évidence l’existence de résistance à cet 

antibiotique chez E coli .Les bactéries s’adaptent aux antibiotiques et deviennent résistantes.  

 
 4-1- Les types de résistance 

 

4-1-1- Résistance naturelle 

 

 Si  les  antibiotiques,  molécules  naturelles,  sont  synthétisés  par  la  plupart  des  

micro-organismes pour supplanter d’autres micro-organismes dans un environnement donné, 

ces substances  peuvent  ne  pas  être  actives  sur  tous  les  micro-organismes.  On  dira  que  

ces micro-organismes  ont  une  résistance  naturelle  vis-à-vis  de  cette  molécule.  La  

résistance naturelle  à  un  antibiotique  donné  est  un  caractère  présent  chez  toutes  les  

souches  de  la même  espèce  (COURVALIN et  al.,  2001).  C’est  ainsi  que,  les  bacilles  à  

Gram  négatif  sont naturellement résistants aux antibiotiques hydrophobes car ces molécules 

ont des difficultés à  passer  la  membrane  externe  de  leur  paroi.  Les  mycoplasmes,  

bactéries  dépourvues  de parois  présentent  une  résistance  naturelle  aux  β- lactames,  

puisque    le  mode  d’action  de cette  famille  d’antibiotique  consiste  à  inhiber  la  synthèse  

du  peptidoglycane (NORMAK  et NORMAK, 2002). 

 

4-1-2-Résistance acquise 

 

 A côté de la résistance naturelle, existe aussi des résistances acquises, c’est 

l’acquisitionde nouveaux gènes capables de rendre la bactérie insensible à un antibiotique ou 

file:///C:\Users\sofiane\Desktop\antibiotique\Antibiotiques18.htm
file:///C:\Users\sofiane\Desktop\antibiotique\Antibiotiques19.htm
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à un groupe d’antibiotiques, ces nouveaux gènes peuvent être obtenu soit par mutation au 

niveau du chromosome, soit par transfert d’ADN des plasmides conjugatifs ou de transposons  

(WRIGHT, 2007). 

 

II-Les antifongiques  

 

1-Définition 

 

 Les substances antifongiques sont actuellement utilisées dans trois domaines  

principaux: en thérapeutique humaine et vétérinaire (antifongiques systémiques ou topiques) 

dans l'industrie alimentaire (conservateurs) et en alimentation animale, pour la prévention etle 

traitement des atteintes fongiques des plantes, du bois de construction ou d'autresmatériaux. 

Ces substances antifongiques ont deux origines: ce sont soit des produits dumétabolisme 

secondaire de divers microorganismes, soit des produits chimiques de synthèse.  

 Les antifongiques d'origine microbiologique utilisés actuellement en clinique sont 

essentiellement de structure polyénique, notamment l'amphotéricine B et la 

nystatine(BASTIDE et al., 1986). 

 

2-Classification  

 

 Malgré la recherche permanente de nouvelles cibles cellulaires, l'arsenal thérapeutique  

disponible pour lutter contre les infections fongiques est relativement limite puisque 

seulesquatre classes de molécules, ciblant trois voies métaboliques distinctes, sont 

utiliséesaujourd'hui en clinique : les fluoropyrimidines, les polyènes, les dérivés azolés et 

leséchinocandines (Vandeputte, 2008).Cependant les antifongiques les plus utilisés dans le 

traitement des mycoses sont lesmolécules macrolides polyèniques. Le tableau 6 nous montre 

les différentes classes d’antifongiques. 
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Tableau6: Les différentes classes d’antifongiques(TULKENS, 2008). 
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Chapitre3 : Les différents types de substances bioactives produites par les                                          

actinomycètes  

 

 Les  actinomycètes  représentent  une  grande  proportion  de  la  biomassemicrobienne  

du  sol.  Ils  ont  la  capacité  de  produire  une  large  variété  de  molécules bioactives  entre  

autres  des  antibiotiques  et  d’enzymes  extracellulaires (LOUCIF,2011).  

 

1- Les antibiotiques 

 

 Les antibiotiques constituent la part la plus importante des applications industrielles 

des actinomycètes et principalement des Streptomyces. Ces molécules d'origine naturelle 

manifestent à faibles concentrations des activités biologiques de nature princip alement 

antibactérienne, antifongique, anticancéreuse, antivirale ou antiparasitaire Si les antibiotiques 

sont connus d'abord pour leurs applications médicales, ils présentent aussi un intérêt 

significatif dans les domaines de la santé animale, de l'élevage et de l'agriculture (BERDY, 

1987). D'autre part, il est nécessaire de souligner l'ampleur des travaux d'hémisynthèse 

réalisés à partir de certains antibiotiques naturels. Le tableau 7 présente quelques antibiotiques 

produits pas les actinomycètes. 
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Tableau 7 : Exemples d'antibiotiques produits par les actinomycètes. 

 

Actinomycètes producteurs  Antibiotiques Références  

1 : Les agents antibactériens 

Micromonospora   sp Clostomycine TAKAHASHIet al .( 2003) 

Streptomyces griseus Candicidine JIN NEZ et al .(2009) 

Streptomyces lydicus Streptolydigine LIU et al .( 2007) 

Streptomyces  lindensis Rétamycine INOUEet al .(2007) 

Marinispora   sp Marinomycines STURDIKOVA et 
STURDIK.(2009) 

Verrucosispora   sp Abyssomycine STURDIKOVA et 
STURDIK.(2009) 

2 : Les agents antifongiques 

Streptomyces 
griseochromogenes 

Blasticidine FUKUNAGA et al .( 2008) 

Streptomyces humidus Phenylacétate HWANG et al .( 2001) 

Nocardia  transvalensis Transvalecine MUKAI et al .(2006) 

Streptomyces nodosus Amphotéricine B CARLE et al .(2003) 

3 : Les bioherbicides et les bioinsecticides produits par les actinomycètes 

Saccharopolyspora sp  Spinosad.insecticide 

neurotoxique 
 

WILLIAMSON et al. (2006) 

 

Actinomadura sp 

Herbicides 

Exemple 1.2.4-Dihydro-4-
(ß-D-ribofuranosyl)-1.2.4 

(3H)-triazol-3-one 

 

 

SCHMITZERet al.(2000) 

Streptomyces hygroscopicus Exemple 2.Herbimycine OMURA et al. (2006) 

 

 

1-2-Le mécanisme de production des antibiotiques par les actinomycètes  

 

 La synthèse des antibiotiques est largement répandue chez les actinomycètes,50  à  

75% des  souches isolées  en  sont  productrices  et  sont  à  l'origine  de  70%  des 

antibiotiques naturels connus dans le monde (OKAMI, 1988).  

 

 La  production  microbienne  de  métabolites  secondaires  est  généralement  

influencée  et connectée  au  métabolisme  primaire  de  la  souche  productrice. 

Intermédiaires  à l’issue  du  métabolisme  primaire  servent  de  précurseurs  pour  la  
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synthèse  de  ces  métabolites secondaires  bioactifs.  Le  niveau  de  production  des  

métabolites  secondaires,  notamment  chez  les actinomycètes,  dépend  à  la  fois  de  la  

quantité  de  précurseurs  disponibles  et  du  niveau  d’activité des  enzymes  de  la  voie  de  

biosynthèse.  Ces  deux  leviers  de  régulation  du  métabolisme secondaire  sont  influencés  

par  de  nombreux  paramètres,  entre  autres  nutritionnelles  et  physico-chimiques  et sont 

contrôlés  par des mécanismes  de régulation  particuliers  (STRUB,  2008). 

 

  2-Les enzymes 

 

Les actinomycètes synthétisent des chitinases, des glucanases, des peroxydases  

(TOKALAet al., 2002) et des glutaminases (DIVYA TEJA et al., 2014). Des espèces de 

Streptomyces produisent des amylases, des cellulases et des hémi-cellulases. D’autres sont 

capables de dégrader la lignine. Streptosporangium sp. isolé à partir des feuilles de maïs 

produit des glucoamylases exploitées en industrie afin de dégrader l’amidon (HASEGAWAet 

al., 2006). Les lipases sont aussi produites par certaines souches actinomycètales, ces 

enzymes catalysent l’hydrolyse des triglycérides en diglycérides, en monoglycérides, en 

glycérol et en acides gras (SOMMERet al., 1997). La production d’enzymes chinolytiques 

(chitinases et cellulases) par Streptomyces albovinaceus, S. caviscabies, S. griseus, S. setonii 

et S. virginiae est considérée comme l’action antagoniste la plus efficace dans le contrôle de 

certaines maladies fongiques en raison de leur action directe sur les chitinases 

(MACAGNANet al., 2008). Les protéases sont parmi les enzymes les plus importantes, elles 

constituent plus de 65% des applications industrielles totales comme agents blanchisseurs 

dans les détergents ou dans la synthèse des peptides. Nocardiopsis sp. NCIM 5142 et 

Streptomyces pactum DSM 40530 sont parmi les actinomycètes les plus exploitées dans la 

production des peptides (THUMAR et SINGH, 2007). 

 

 

3-Lesbioinsecticides et les biopesticides  

 

 

 Les actinomycètes sont employés  en  agriculture  comme  des  agents  biologiques, 

qui peuvent êtreutilisés pour tuer les insectes  nuisibles  et les mauvaises  herbes (Voir tableau 

7). 
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I-Matériel et méthodes 

 

 L’objectif principal de la présente étude, consiste en la production et l’extraction des 

principes actifs à partir des actinomycètes en culture solide et liquide et d’examiner les 

activités de ces molécules en travail expérimental au niveau des laboratoires communs I et II 

d’analyses physico-chimiques et le laboratoire pédagogique de microbiologie de l’université 

MOULOUD MAMMERI de Tizi Ouzou. 

 

1-Matériel 

 

1-1-Appareillage 

 

      -   Rotavapor  

- Autoclave : WEBECO. Allemagne. 

- Etuve (28-37°C) : BINDER. Allemagne. 

- Le Bain Marie : MEMMERT. Allemagne. 

- Centrifugeuse : HettichUniversal / K2S. 

- Agitateur : GERHARDT. Allemagne 

- Balance de précision : KERN 770. Allemagne. 

- Réfrigérateur : ENIEM. Algérie. 

 

1-2-Matériel de laboratoire 

 

Tableau 8 : Produits chimiques et milieux de culture utilisés  

 

 

 

 

Solvants 

 

 Source Utilisation 

Acétate d’éthyle Biochem Chemopharma 

France 

Extraction des 

molécules bioactives 

àpartir du surnageant  n-Hexane  

 

Méthanol 

 

Sigma Aldrich 

Allemagne 

 

Extraction des 

molécules bioactives 

àpartir du mycélium  
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Réactifs  

 

 

Nitrate réductase  

 ( NRI et NRII) 

Voges Proskaeur (VP) 

Poudre de Zinc 

Disque d’ONPG 

Disque d’oxydase  

 

  

 

 

 

Galerie biochimique  

Violet de gentiane  

Lugol 

Fuchsine  

 

 

 

Coloration de Gram 
 
 

 

Acides et 

bases  

NaOH                                        

 

HCl 

 Ajustement de pH 

 

 

Milieux de 

culture 

Milieu Mueller- 

Hinton (MH) 

 

Conda Pronadisa 

Espagne 

culture des souches 

bactériennes et 

antibiogramme  

Milieu Sabouraud  Institut Pasteur 

Algérie 

Culture des souches 

fongiques 

Milieu Bennet Préparer ou laboratoire  Culture des souches 

d’actinomycètes   

 

 

Voir annexe 1 pour la préparation des milieux de culture utilisés.  
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1-3-Souches microbiennes utilisées 

 

Tableau 9: Les différentes souches microbiennes utilisées (les souches bactériennes et les 

souches  fongiques ). 

 

 

 

 

Souches 

bactériennes 

Escherichia coli 

(ATCC 25922) 

Gram négatif Provenance 

 

Laboratoire de microbiologie 

UMMTO 
Staphylococcus aureus 

(ATCC 25923) 

Gram positif 

Pseudomonas aeruginosa  Gram négatif 

Staphylococcus aureus Gram positif Laboratoire de microbiologie 

du CHU de Tizi Ouzou Klebsiella pneumoniae Gram négatif 

Cinq souches d’actinomycètes 

(SP20,SP22,SP23,SP24 et 

SP25) 

Gram négatif Isoler dans des travaux de 

BEN YAOU. (2015)  

 

Souches 

fongiques 

 

Candida albicans 

 

Levure 

 

 

Laboratoire de microbiologie 

UMMTO  

Aspergillus niger 

 

Moisissure 
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2-Méthode 

 

1-Présentation des cinq souches d’actinomycètes 

 

Les cinq souches d’actinomycète (Sp20, Sp22, Sp23, Sp24, Sp27) ont été isolées et 

purifier à partir des échantillons prélevés au niveau de la source « Amezyav Ath Yaou » 

commune d’Ain El Hammam, wilaya de Tizi-Ouzou (BEN YAOU, 2015). 

 

 

1-1-Etudes morphologiques des souches 

 Les critères morphologiques sont déterminés par l’observation directe du l’aspect des 

colonies sous microscope optique (G x100). Il s’agit de : la forme des colonies (circulaire, 

irrégulier), leur taille, surface (duveteuse, lisse, rugueuse), couleur, cons istance (sèche, 

crémeuse), présence ou absence de filaments, d’infusibilité du pigment.  

 

           1-2-Préparation des frottis  

 

  Sur une lame en verre stérile on dépose une goutte d’eau physiologique et à l’aide 

d’une pipette pasteur on prélève une colonie provenant de la souche à étudier est ensuite 

l’étalée a la surface de la lame, séchée et fixée a la flamme du bec bunsen. 

 

           1-3-Coloration de Gram 

 

 Nous avons procédé à la coloration de Gram, une méthode usuelle employée en 

bactériologie, qui permet de distinguer les bactéries en Gram positives et en Gram négatives.  

 

 Dilacérer la colonie bactérienne suspecte dans une goutte d’eau physiologique sur la 

lame porte-objet ; 

  Préparer le frottis à la flamme du bec Bunsen ; - Emerger avec du violet de Gentiane 

pendant 60 secondes. 
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 Ajouter le Lugol et laisser agir encore 30 secondes ; -Laver la lame à l’éthanol jusqu’à 

ce que la dernière goutte soit transparente ; 

 Laver rapidement à l’eau et recouvrir la lame de fuschine pendant 10 secondes ;  

 Rincer à l’eau et sécher les préparations à l’aide du papier buvard ;  

 Au moment de l’observation, ajouter une goutte d’huile de cèdre (observation à 

immersion). 

 Après l’observation à l’objectif (G×100) la confirmation se fait en se basant sur les 

caractères microscopiques des Actinomycètes : des filaments fins ou très fins, long 

parfois court, enchevêtrés ou enroulés, parfois fragmentés présence de spore de très 

petite taille (voir partie bibliographique chapitre 1). 

 

 

2-Criblage de l’activité antimicrobienne par la technique des cylindres d’agar  

 

2-1-Standardisation de l’inoculum 

 

C’est une technique qui permet d’avoir des concentrations d’inoculum uniforme par 

turbidimétrie. Pour chaque souche d’actinomycète un inoculum est réaliser à partir d’une 

suspension de (0 ,08-0,1 a 620nm) d’une culture d’actinomycète de 7 jours  sur milieu 

Bennett. On décide d'inoculé deux volumes différents 200-500ul par étalement sur surface. 

(La suspension de bactérie proposée est d’environ 107-108cfu /ml). 

 

2-2-Technique des cylindres d’agar  

 

 Cette technique sert à mettre en évidence l’activité antimicrobienne par la présence ou 

non d’une zone d’inhibition, et à quantifier cette activité par la mesure de diamètre de cette 

zone (en mm). Elle consiste à ensemencé des souches bactériennes après standardisation des 

suspensions sur le milieu Mueller- Hinton (MH) par étalement. Des cylindres de 8mm environ 

de diamètre sont coupé on utilisant une pointe de pipette  puis placé sur des boites 

préalablement ensemencées par des bactéries tests. Les boites sont laissées à 4°C pendant 4 

heures, pour permettre aux métabolites de diffuser sur le milieu puis incubées à 37°C pendant 

24h (GUNGIet al., 1983). Pour chaque bactérie test deux témoins positifs (bactérie + 

Oxytetracycline +Ampicilline) et négatifs (bactérie) ont été réalisés. 
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2-3-Criblage de l’activité antifongique 

 

 Les cinq souches d’actinomycètes possédant une activité antimicrobienne sont ensuite 

testées contre Candida albicans et Aspergilus niger   par la même technique que la 

précédente. Les souches sont ensemencées en stries serrées sur le milieu Bennett et incubés à 

28°C pendant 10 jours. Des cylindres de 8mm de diamètres sont coupés et placés sur le milieu 

sabouraud préalablement ensemencé de la souche fongique test. Les boites sont laissées 4h à 

4°C ensuite incubées à 28°C pendant 7 jours, les diamètres sont ensuite mesurés.  

L’amphetrécineB est utilisé comme témoin positif.  

 

3-Cinétique de croissance et  suivi de la production de métabolites bioactives 

 

3-1-Culture des souches dans le milieu liquide 

 

  Les deux souches sélectionnées SP22 et SP23 sont incubé dans 80ml de milieu 

Bennet liquide (milieu Bennet sans agar) à 28°C pour pré culture de 48 heurs.  

Cette pré culture de 48h sert a ensemencé 400ml de milieu Bennet liquide et incubé à 

28°C pendant 12jours sous agitation. 

 

3-2-Cinétique de croissance  

 

 La cinétique de croissance à été suivie en culture batch réalisé en Erlen de 600ml 

contenant 400ml de milieu Bennet liquide. Des prélèvements de 20ml sont effectuées après 

chaque 48heures pendant 12 jours pour la détermination de la densité optique à 620nm et la 

mesure du pH. 

 

3-3-Suivi de la production des molécules bioactives 

 

Des prélèvements de 20 ml sont centrifugés à 5000 g pendant 15 minutes le surnageant 

est testé sur des bactéries par des disques de papier wattman. Des disques du papier wattman 

N°1 d’environ 6mm sont imprégné avec 15 µL dusurnageant sont déposé sur des boites de 

pétri préalablement ensemencer avec 150µLde suspensions bactériennes cibles (culture de 
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24h) sur le milieu MH. Les boites sont laissé 4h à 4°C puis incubé à 37°C. Les 

diamètresd'inhibions sont mesurés après 24h d’incubation(OUELHADJ et al.,2014). 

 

4-Extraction et caractérisation partielle des métabolites produits  

 

4-1-Culture en milieu liquide  

 

Les souches sélectionnées pour leur effet antagoniste importants SP22 et SP23 sont 

cultivées dans des Erlen. La production de métabolites actifs a été réalisée sur un milieu 

liquide (Bennett sans agar). Une Erlen de 600ml contenant 400ml de milieu de culture a été 

ensemencée avec une pré culture de 80 ml (de 48h), puis incubé pendant 12jours. 

 

4-2-Extraction par les solvants organiques 

 

 A l’issus de la fermentation, les molécules bioactives sont présentes dans un mélange 

polyphasique complexe comprenant les cellules, les éléments du milieu et de nombreux autres 

métabolites. 

 Les étapes d’extraction et de purification représentent une part importante devant la 

diversité des organismes producteurs, des milieux de production et des propriétés 

physicochimiques des antibiotiques, il est impossible de définir un protocole standard 

d’extraction et de purification après chaque étape, il convient de quantifier l’antibiotique et de 

déterminer son activité pour apprécier le rendement de l’étape et de la dégradation du produit.  

 

 

4-2-1-Extraction à partir du culot  

 

 Les cultures sont centrifugées à 5000 g pendant 15 minutes, le mycélium présent dans 

le culot est lavé deux fois avec de l’eau distillée stérile. Un volume du culot est traité pendant 

12 heures environ, sous agitation à température ambiante, avec cinq volumes de méthanol. La 

solution obtenue est centrifugée à 5000 g pendant 5 minutes. Ces extraits méthanoliques sont 

concentrés sous vide à 40°C à l’aide d’un Rotavapor (BOUDMEGHA ,2007). 
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Figure 4 : protocole d’extraction à partir du culot(BOUDMEGHA,2007). 
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4-2-2-Extraction à partir du surnageant  

 

 Deux solvants non miscibles à l’eau sont testés, afin de déterminer le ou les solvants 

capables de dissoudre les produits actifs présents dans le surnageant de chaque culture en 

Erlenmeyer.  Les solvants testés sont les suivants : l’acétate d’éthyle, l’hexane, Après 

séparation des Phases dans les ampoules à décanter, la phase organique obtenues pour chaque 

souche ont été concentrées par évaporation au Rotavapor à 40°C .Ces extraits sont testés pour 

leur activité antibactérienne et antifongique par la technique des disques en papierWathman 

(BOUDMEGHA,2007).  

 

 

Figure 5 : Protocole d'extraction des produits actifs à partir du surnageant de culture 

(BOUDMEGHA,2007). 
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5- Etude de la stabilité des molécules bioactives 

 

 Après extraction des fractions actives, il est indispensable d’étudier la stabilité de ces 

dernières en fonction de certains critères physicochimiques (pH et températures). L’extrait qui 

a montré une bonne activité antibactérienne est sélectionné pour l’étude de la stabilité par la 

méthode des disques en papierWathman contre les germe cibles. 

 

5-1-Effet du pH 

 

 Des fractions de l’extrait concentré sont ajustées à des pH différents (3, 7 et 11) puis 

testées sur des bactéries par la technique des disques en papier Wathman (BADJIet al.,2006). 

EB : extrait brut 

 

5-2-Effet de la température  

 

 Trois fractions de l’extrait ont subi de différents traitements thermiques : 4 °C pendant 

une semaine, 110 °C pendant une heure et une autre fraction lissé température ambiante. 

Leurs activités sont testées (BADJIet al., 2006). 

Tm : température ambiante (Tm=25°C) . 

 

6- Production enzymatique  

 

6-1- Hydrolyse de l’amidon  

 

Ce  test  est  réalisé  sur  milieu  nutritif  gélosé  contenant  1%  d’amidon  soluble 

(annexe 1) selon la méthode détecté parGORDON et SMITH (1953). Après 14 jours 

d’incubation à 28°C, la gélose est recouverte d’une solution de lugol. L’hydrolyse est ainsi 

mise en évidence par l’absence de coloration autour des colonies. A l’inverse, l'apparition 

d'une couleur beige indique la présence de l'amidon.  

 

6-2-Hydrolyse de la caséine  

 



Matériel et méthodes 

 

 

39 

 L’hydrolyse de la caséine est étudiée selon la méthode de WILLIAMS et CROSS 

(1971),et  de  GORDON etSMITH  (1953)  sur  un  milieu  gélosé  contenant  10%  de  lait 

écrémé (annexe 1).L’apparition de toute  zone  claire  autour  des  colonies  après  14  jours 

d’incubation à 28°C témoigne de l’hydrolyse de la caséine.  

 

6-3-Action sur le lait écrémé   

 

 Des tubes contenant une solution  de  lait  écrémé  en  poudre  à  10%  dans  l’eau 

distillée  sont  ensemencés  avec les souches d'actinomycètes et  incubés  à  28°C.  Des 

observations régulières pendant 14 jours permettent de noter la coagulation ou la 

peptonisation du lait provoquée par les souches (WILLIAMS et CROSS, 1971). 

 

7-Galerie biochimique  

 

7-1- Recherche de la β-galactosidase 

 

La recherche de la β-galactosidase dans l’identification d’une bactérie est réalisée avec 

le test ONPG. Quelques millilitres de la souche préalablement mise en suspension sont verses 

dans un tube à essai au quel on ajoute un disque ONPG. L’apparition d’une couleur jaune au 

bout d’une heure indique la présence de la β-galactosidase.  

 

7-2-Recherche de l’oxydase  

 

 Quelques millilitres de la suspension sont verses dans un tube à essai au quel on ajoute 

un disque d’oxydase. La réaction est quasi instantanée, si la souche est oxydase positive on 

devrait constater l’apparition de la couleur violette au bout d’une minute.  

 

7-3-Recherche de la catalase  

 

 La présence de catalase est expérimentalement démontrée en mélangeant quelques 

colonies de la souche à étudier avec quelques gouttes d’eau oxygénée, s’il y a présence de 

catalase on constate un phénomène d’effervescence au niveau de l’échant illon. 
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7-4-Recherche de la Nitrate Réductase (NR) 

 

 La réduction des Nitrate par la Nitrate Réductase se traduit par la production des 

Nitrites parfois certaine bactérie peuvent poursuivre cette réduction jusqu’à une 

dénitrification. 

 

      Ce teste va consister à mettre en évidence la présence ou non des Nitrites dans le milieu de 

culture si ils sont présents ils donnent une réaction coloré rose en présence d’acide 

sulfanilique(NRI) et de naphtylamine (NRII).ces réactifs portent le nom de réactif de 

GRIESS.En absence de Nitrite on va rechercher la disparition des Nitrates par addition de 

Zinc, en effet le Zinc réduit les Nitrate en Nitrite  

 

      A la raison de 10 ml de bouillon nutritif contenant 0,1% de nitrate de potassium sont 

ensemencés et incubés à 28° C. Au 5ème, 10ème et 14ème jours d’incubation, 3 gouttes de 

chacun des réactifs de GRIESS I et II sont ajoutées à 1 ml de culture(Gordon et Smith, 1953). 

 

Lecture  

A-Milieu rouge orangé : réaction positive la bactérie possede l’enzyme Nitrate réductase au 

stade Nitrite (NR+) 

B- Milieu jaune : on ajoute la poudre de zinc  

B1-milieu rouge: présence des Nitrates dans le milieu la bactérie ne possede pas l’enzyme 

(NR) 

 B2- coloration jaune : pas de Nitrates dans le milieu la bactérie possede l’enzyme (NR+) 

 

7-5-Etude de la férmentation des sucres( Glucose ,Lactose, Saccharose ) 
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 La gélose TSI (Triple Sugar Iron) permet l’identification des bactéries pas la mise en 

évidence rapide de la fermentation du lactose,du glusoce et le saccharose.ce milieu est 

constitué d’un culot et d’une pente.Des tubes contenant le milieu TSI sont ensemencés en 

piqure centrale et sur la surface inclinée,puis incués pendant 7 jours à 28°C.les resulatats se 

manifestent comme suit : 

- Les fermentations sucrées se traduisent par une acidification qui fait virer au jaune le 

rouge de phénol(indicateur pH) 

- Pour faciliter la détection des germes qui fermentent uniquement le glucose,la 

concentration de ce sucre a été abaissée au 1/10éme de celle du lactose ou du 

saccharose,de telle façon que la faible quantité d’acide produite sur la pente pendant la 

fermentation s’oxyde rapidement,ce qui entraine un retour rapide a la coloration rouge 

ou bien à une realcalinisation plus prononcée,par contre,la réaction acide (couleur 

jaune)est maintenue en profondeur dans le culot de tube 

- Les germes qui fermentent le lactose et/ou le saccharose font virer au jaune la pente du 

tube. 

- La production de sulfure d’hydrogène se manifeste dans le culot par l’apparition d’une 

coloration noire de sulfure de fer qui est du à la réduction du thiosulfate en présence 

de citrate ferrique. 

- La production de gaz (hydrogène, dioxyde de carbone) résultant des fermentations 

sucrées se traduit ou bien par l’apparition de bulles ou bien par la fragmentation de la 

gélose. 

 

7-6-L'utilisation du citrate comme seule source de carbone  

 

     Le caractère citrate est recherché sur le milieu Citrate de Simmons. Ce milieu en tube 

Incliné permet de mettre en évidence l’utilisation du citrate comme seule source de carbone et 

d’énergie. La pente du milieu de citrate de Simmons est ensemencée se lon une strie 

longitudinale Les bactéries capables d’utiliser le citrate de sodium (acide citrique) Comme 

seule source de carbone pourra se développer sur ce milieu.la fermentation du citrate de 

sodium entrainant une alcalinisation du milieu provoquant un virage de couleur du milieu du 

vert vers le bleu(le bleu de bromothymol est utilisé comme indicateur de pH).  

 

7-7-Caractère Mannitol –mobilité  
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      Le milieu Mannitol Mobilité est un milieu faiblement gélosé permettant de tester 

simultanément la mobilité et l’utilisation de mannitol.        

- La fermentation da mannitol conduit à la formation e fructose qui est lui méme 

dégradé en acides courtes chaines induisant une alcalinisation de milieu dont la 

couleur vire vers le jaune (changement de couleur de l (‘ indicateur de pH : rouge de 

phénol). 

- La mobilité est mise en évidence par l’apparition d’un trouble homogène (capacité des 

bactéries à envahir l’ensemble de ce milieu faiblement gélosé). 

    Un tube de milieu Mannitol Mobilité est ensemencé avec le germe à étudier par piquer 

centrale puis incubé à 28°C pendant 7 jours.  

 

7-8-Détermination de la voie d’attaque des glucides  

 

 Le milieu pour l’étude de la voie d’attaque des Glucides(MEVAG) : il s’agit d’une 

gélose semi solide généralement composé de gélose et de rouge de phénol en guise 

d’indicateur du pH.il permet de caractériser les bactéries fermentaires de celles oxydatives ou 

indifférentes. Les bactéries peuvent en effet utiliser deux voies pour cataboliser un sucre : 

 

- Lors de la respiration, le glucide est oxydé en CO2, par le dioxygène 

- Lors des fermentations, le glucide est oxydé en acides, alcools, qui sont libérés dans le 

milieu qu’ils acidifient sensiblement.  

- Pour l’étude d’une souche bactérienne, on utilisera 2 tubes :  

- L'un sera recouvert de vaseline (tube fermé) 

- L'autre non recouvert (tube ouvert) 

 

Le culot est ensemencé en piqure centrale, celui-ci est ensuite incubé à28°C pendant 7 

jours Apres incubation : 

- virage au jaune dans les deux tube--------- Métabolisme fermentaire  virage au 

jaune de tube non recouvert de vaseline -----------Métabolisme oxydatif 

- pas de virage de couleur dans les deux tubes------------- bactérie inactive vis à vis du 

sucre 
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7-9-Caractères rouge de Méthyle et Voges Proskauer  

 

Les caractères RM et VP sont étudiés dans le milieu Clarks et Lub ce dernier permet 

l’identification de la voie de la fermentation des microorganisme.il existe plusieurs voies de 

fermentation dont la voie des acides mixte et la voie du butylène glycol.   

 

7-9-1-La réaction RM  

 

Elle consiste à mettre en évidence par une réaction colore les bactéries produisant des 

acides organique (acide formique, acétique, lactique, butyrique…etc) par voie d’acide mixte.  

 Dans le cas d’une réaction positive le milieu vire au rouge par acidification, soit la 

fermentation des acides mixtes. A l’inverse la coloration jaune montre un milieu peu acide ou 

ré alcalinisé, soit une absence de fermentation des acides mixtes. 

 

7-9-2-La réaction VP 

 

Consiste à mettre en évidence par une réaction coloré les bactéries produisant le 

butanediol et l’acétone par voie du butylène glycol.la production de l’acétone est mise en 

évidence par l’ajout de Soude IN(VPI) α-naphtol(VPII) ce quasi provoque un virage du milieu 

vers le rose 

 La souche probablement mise en suspension est ensemencé sur le milieu Clarks et 

Lub.puis incubé à 28°C pendant 7 jours. Le milieu est ensuite répartir en deux tubes, l’un 

pour VP et l’autre pour RM 

 

- Réaction RM : l’ajout 2 gouttes de solution de Rouge de Méthyle à 2 ,5% d’alcool à 

l’un des deux tubes, la réaction est quasi instantanée 

- Réaction VP : l’ajout de 3 gouttes de VPI et 3 gouttes de VPII, laisser le tube ouvert et 

se maintenir en position incliné afin de maximiser la surface de liquide en contact avec 

l’oxygène, laisser agir pendant 10 minutes. 

 

7-10-Recherche de la production d’indole  
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 Le milieu Urée- indole est ensemencé avec la souche. La lecture est effectuée après 24 

heures d’incubation à 28° C. 2 à 3 gouttes du réactif de Kovacs sont ajoutées à 1 ml de la 

culture. Une réaction positive se traduit par l’apparition d’un anneau rouge vermillon à la 

surface.  

 

8-Sensibilité des souches d’actinomycetes utilisées vis-à-vis de certains antibiotiques 

 

 Des disques de quatres antibiotiques différents (Kanamycine,Amoxyline, Cefoxitine et 

Pénicilline)  on été déposés sur des boites de pétries contenant le milieu Bennet préalablement 

ensemenacé avec les souches d’actinomycetes cibles puis incubés a 28°C pendant 7 jours.  
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I- Études morphologiques des souches d'actinomycètes  

 

1-Aspect macroscopique et microscopique  

 

L’aspect morphologique des souches ont été déterminés sur le milieu Bennet après 

incubation pendant 7 jours à 28°C. Parmi les caractères principaux des souches étudiés la forme 

des colonies, la couleur, la présence ou l’absence de filaments ainsi que la production des 

pigments diffusables les résultats ont été notés dans le tableau ci-dessous. 

 

La croissance des actinomycètes est relativement lente par rapport aux autres bactéries. 

Le temps d’apparition des colonies d’actinomycètes sur le milieu Bennett diffère d’une souche 

a une autre. 

  

 La souche SP20 se développe plus rapidement, on observe la présence des colonies 

jaunes au bout de 2 à 3 jours. Après 7jours d’incubation les colonies perdent leurs pigmentations 

jaunes qui se propagent dans le milieu, les colonies en suite prennent la couleur blanche. Les 

autres souches d’actinomycètes SP22, SP23, SP24, et SP27 ont montré une croissance lente (6 

à 7jours), La pigmentations diffère d’une souche a une autre (gris, marron, beige). 

 

Les souches se développent sur le milieu Bennet avec différents degrés de croissance 

allant d’une croissance faible SP24, SP 27 à une croissance abondante SP20, SP22, et SP23. 

Les colonies adhèrent fermement au milieu de culture où elles forment une légère dépression 

et sont difficiles à mettre en suspensions SP20. 

 

L'observation direct des colonies d'actinomycètes, permet de déterminer la couleur du 

mycélium de substrat. En effet, pour toutes les souches, ce mycélium est pigmenté soit en 

crème, jaune, brun (Figure6). 
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Tableau 10 : Tableau synthétique des différents caractères macromorphologiques des 5 souches d’actinomycètes  

          Caractères  

 

Souches  

Plan Surface Bords Elévation couleur consistance filaments Pigments 

diffusable 

SP20 

 

Circulaire Rugueuse Irréguliers Bossue Jaune / blanche sèche + + 

SP22 

 

Circulaire Lisse Irréguliers Convexe Marron sèche + _ 

SP23 

 

Circulaire Rugueuse Irréguliers Convexe Gris Sèche + _ 

SP24 

 

Circulaire Rugueuse Irréguliers Cratère Beige et virent 

vers le marron 

Sèche + _ 

SP25 

 

Circulaire Vagues 

concentrique 

Réguliers Bossue Beige Crémeuse + + 

+ Présence ; - Absence  
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 Figure 6 : Photos des cinq souches d'actinomycètes sur les milieux Bennett observés à                               

l'œil nu. 

                        

 L’aspect macroscopique des souches est différent. Certains forment des colonies de  

Grande taille SP23, SP24 d’autres de taille moyenne SP22 et certains d’autres forment des 

colonies de petite taille SP20, SP27.  La forme des colonies était différente aussi : colonies, 

bossues, convexes, cratères. Les colonies sont rondes à contours irréguliers à l’exception la 

souche SP27, la figure 7 suivante montre les différentes souches d'actinomycètes observées 

sous microscope optique au grossissement (G×10).  
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Figure 7 : Les souches d’actinomycetes observées sous miscroscope optique  au  

grossissement  (Gx10).   

 

L’aspect microscopique indique que : 

- Les cinq souches d’actinomycètes sont positives à la coloration de Gram ce qui les 

rapprochent aux actinomycètes. 

- Les souches ont un aspect filamenteux, parfois fragmenté. 

- La présence des spores dans tous les frottis observés 
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             Figure 8 : Observation microscopique(Gx100) des frottis d’actinomycètes cibles. 

 

 L'observation microscopique indique que nous souches cilbes sont à coloration positive 

en effet les travaux réalsier par (WILLIAMS et al., 1993 ; SANGLIER et TRUJILLO, 1997)  

montrent que les actinomycètes sont des bactéries  à coloration de Gram positive. Ce qui nous 

laisse supposé  que nous souches obsrevées sont des actinomycétes.  

 

 L'étude des caractéristiques morphologiques macroscopiques et microscopiques des 

souches actinomycétales est largement utilisée pour caractériser les genres des actinomycètes. 

Par exemple, la présence ou l'absence des spores sur le mycélium de substrat ou la formation 

de sporanges, permettent de différencier plusieurs genres. Ainsi, la morphologie, la coloration 
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des colonies, la présence ou l'absence d'hyphes aériens fournissent une indication sur le genre 

(SAUBOLLE et SUSSLAND ,2003). 

 

 En  plus  des  caractères  morphologiques,  les  colorations  cellulaires,  les  caractères  

biochimiques  et  physiologiques  sont  d’une  grande  importance  dans  la  caractérisation  des  

genres d’actinomycètes avec une plus grande précision (BOIRON et al., 1993; CARLOTTI et 

al., 1994). 

 

 Selon SHIRLING et GOTTLIEB (1976), l’identification des actinomycètes repose en 

grande  partie  sur  les  caractéristiques  morphologiques  qui  sont  considérées  comme  des  

caractères stables.  Certains genres d’actinomycètes (Streptomyces, Streptoverticillium,  

Micromonospora,  Microbispora…)  peuvent  être  identifiées  avec  un  plus  grand  degré  de 

précision par rapport aux autres genres (Nocardia, Actinomadura…) par simple observation 

microscopique (WILLIAMS et al., 1993). 

 

 La croissance des actinomycètes est plus lente que celle des autres bactéries ; le temps 

de génération moyen est d’environ 2 à 3 heures (OTTOW et GLATHE, 1968 ; LARPENT et 

SANGLIER, 1989). 

 

  Les colonies qu’ils forment sur milieux solides sont caractéristiques, elles résultent de 

l’accumulation des  hyphes  ramifiés . Le diamètre des colonies est de 1 à 4 mm. L’aspect des 

colonies est compact, sec, lisse ou rugueux en chou-fleur à contours lisse ou échancré. Elles 

sont très souvent pigmentées en blanc, crème, jaune, violet, rose, gris (PERRY et al., 2004). 

 

 Les actinomycètes sont des bactéries dont la croissance donne lieu à des colonies  

circulaires (EUNICE et PROSSER, 1983) constituées d’hyphes c’est-à-dire des filaments qui  

irradient  par  croissance  centrifuge  tout  autour  du  germe  qui  leur  a  donné  naissance.  

(GOTTLIEB, 1973 ; LECHEVALIER et LECHEVALIER, 1981 ; EUNICE  et  PROSSER,  

1983). 
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II-Criblage des souches d’actinomycètes 

 

1-Mise en évidence de l’activité antibactérienne par la technique des cylindres d’agar  

 

 L’activité antibactérienne a été mise en évidence par la technique des cylindres d’Agar. 

Cette technique est une méthode de diffusion en milieu gélosé. Elle permit de détecter l’effet 

inhibiteur des souches d’actinomycètes envers les bactéries tests utilisées. Le tableau ci-dessous 

montre les diamètres des zones d’inhibition de cinq souches d'actinomycètes vis-à vis des 

bactéries cibles. 

 

 Tableau 11 : Diamètre des zones d’inhibition (mm) des souches d’actinomycètes 

contre les germes cibles. Le diamètre des cylindres d’agar est inclus dans la moyenne. 

 

Souches tests 

 

 
 

Germes cibles   

 

 

SP23 

 

 

SP27 

 

 

SP20 

 

 

SP22 

 

 

SP24 

 

Oxytétracycline 

(Témoin positif) 

 

Ampicilline 

(Témoins 

positif) 

E.coli ATCC  

31±1 

 

13±3 

 

8±0 

 

27±1 

 

8±0 

 

26±0 

 

15±0 

E.coli  

32±0 

 

13±1 

 

8±0 

 

25±2 

 

37±3 

 

23±0 

 

08±0 

S.aureus 

ATCC 

 

27±0 

 

23±2 

 

15±3 

 

8±0 

 

33±1 

 

27±0 

 

07±0 

S. aureus  

50±1 

 

28±1 

 

15±3 

 

20±1 

 

25±0 

 

22±0 

 

11±0 

P.aeruginosa 

 

 

 

46±2 

 

 

18±31 

 

 

12±3 

 

 

46±2 

 

 

8±0 

 

 

09±0 

 

 

06±0 

K.pneumoniae  

18±1 

 

12±3 

 

17±2 

 

8±0 

 

14±1 

 

15±0 

 

06±0 

 

(Ø= moyenne ±écart type), n=2 (nombre de répétitions). 

08mm : Absence de zones d’inhibition, 6mm : Diamètre des disques d’antibiotiques des 

témoins positifs. 
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 La souche SP22 exerce un effet antagonisme vis-à-vis des toutes les bactéries tests a 

l’exceptions de S.aureus ATCC et K.pneumoniae Les plus grandes zones d'inhibition obtenues 

sont de diamètre de 50 et 46 mm contre Staphylocoque et P. aeruginosa respectivement. En 

revanche le plus faible diamètre de18 mm a été obtenue contre K. pneumoniae. 

 

 Pour les souches SP27 et SP20 les plus grandes zones d'inhibition obtenues de diamètre 

de 28 et 17 mm contre S.aureus et K.pneumoniae respectivement. Pour la souche SP24 la plus 

grande zone d'inhibition obtenue avec E.coli est de diamètre de 37 mm, aucun effet antagonisme 

n’est marqué avec E.coli ATCC et P. aeruginosa. 

 

 Toutes les bactéries cibles présentent une sensibilité importante contre l’antibiotique 

utilisé comme témoin positif (oxytétracycline). Les deux souches à Gram négatif P.aeruginosa   

et K.pneumoniae résistent à l’ampicilline. 

 

   Figure 9 : Résultats de l’activité antibactérienne des souches d’actinomycètes  

 Vis-à-vis des souches bactériennes cibles. 
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   Les actinomycètes constituent une source intéressante de substances bioactives, 

notamment les molécules antimicrobiennes. Le criblage des souches d’actinomycète d’origine 

terrestre présente une nouvelle voie de recherche d’antimicrobiens naturels. La plupart des 

criblages concernant la recherche des substances antimicrobiennes à partir des souches 

d’actinomycètes ont été effectués sur des échantillons du sol. 

 

Depuis, la découverte de la Streptomycine par l’équipe de Waksman en 1943 à partir de 

bactéries du sol du genre Streptomyces et l’isolement de la nystatine, premier antibiotique 

antifongique, par HAZEN et BROWN en 1951 à partir de Sreptomyces noursei provenant aussi 

du sol, plusieurs recherches ont été entreprises sur des souches d’actinomycètes d’origine 

terrestre. Différents types de sol (forêts, boue, lac), même des milieux extrêmes (désert), ont 

été explorés dans l’espoir de découvrir de nouvelles souches produisant des produits nouveaux 

(OSWALD et al., 1968; HACENE et al., 1994; CHIBA et al., 1999; HWANG et al., 2001; 

LEE et HWANG, 2002 ; MEKLAT et al., 2011, SUELA SILVA, 2013). 

 

Le criblage a toujours été la voie essentielle pour parvenir à de nouvelles molécules 

antimicrobiennes bien que son rendement soit réduit, il est pratiqué par de nombreux 

laboratoires. Ceux-ci se sont efforcés de diversifier les sources de microorganismes en faisant 

appel à des échantillons provenant des habitats les plus extrêmes (LARPENT et al., 1989, 

OUHDOUCH et al., 2001, KHETTABI et al., 2002, LEMRISS et al., 2003). 

 

 Toutes les actinomycètes cibles de ce travail ont montré une activité antimicrobienne 

contre au moins un microorganisme test utilisé. En effet plusieurs travaux ultérieurs ont 

corroboré le pouvoir antibactérien remarquable de ces bactéries (MCKENZIE et al., 2010 ; 

MYTHILI et AYYAPPA, 2011 ; NG et AMSAVENI, 2012). 

 

 VALLI et al. (2012) ont isolé 21 souches d'actinomycètes à partir  d'un échantillon 

prélevé du bord de la mer (seashores) où tous les isolats étaient capables de produire des 

substances antimicrobiennes. 

 

 AMEUR et  GHOUL et al. (2012) ont isolé sept actinomycètes à partir d’un échantillon 

du sol de Sétif (Algérie) dont une (appartenant au genre Streptomyces)  possède une activité 

antimicrobienne intéressante. 
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 Des résultats similaires sont mentionnés par ŞAHIN et UCUR (2003) où deux souches 

parmi les 15 souches de Streptomyces isolées du sol sont actives avec des zones d’inhibition 

entre 10 et 20 mm de diamètres. Le même résultat est rencontré dans les travaux de OSKAY et 

al. (2004) où sur un total de 17 souches d’actinomycètes isolées du sol de Turquie, seulement 

deux souches étaient actives sur E. coli, avec des diamètres d’inhibition entre 15   et 26 mm. 

 

 D’après KATTERE et ANDREN (2001), le nombre et l’activité des microorganismes 

changent d’une région à une autre, influencé par le contenu de matières organiques du sol, la 

texture du sol, le pH, l’humidité, la température, l’aération et d’autres facteurs. 

   

 De nombreuses actinomycètes telluriques produisent des antibiotiques et jouent donc le 

rôle d’antagonistes (STEVENSON, 1956). Les Streptomyces sont largement étudiés en raison 

de leur pouvoir de produire une large gamme d’antibiotiques (PINET et DEMAIN, 1988). Selon 

DENIZCI (1996), sur 356 espèces de Streptomyces isolés, 36% des isolats possèdent des 

activités antibactériennes contre Staphylococcus aureus (20,78%), et E. coli (2,52%). 

 

  Les résultats de l’effet des substances bioactives produites par des actinomycètes isolés 

à partir d’échantillons d’eau, de sol et d’écorces d’arbres du nord-est de l’Algérie montrent que 

deux souches parmi les 14 testés sur   P. aeruginosa  par la méthode des disques 

présentent des zones d’inhibition supérieure à 11 mm (KITOUNI et al., 2005). 

 

 

Les souches actinomycètes isolées présentent une activité antibactérienne et trois 

d’entre elles possèdent une activité antifongique. Cependant, l'apparition et les valeurs des 

zones d’inhibition diffèrent d’un milieu de culture à un autre et varient, sur le même milieu de 

culture, d’une bactérie-test à une autre (KITOUNI et al.,2005). 

 

La majorité des actinomycètes isolés (Sj32, Sj38, Sj45, Sj68 et S1(2)) produisent des 

substances antibactériennes contre les bactéries à Gram positif testées. Parmi les autres isolats 

doués d’activité antimicrobienne, quatre (Sj33, Ss3, S2(2) et S2(4)) ont un large spectre d’action 
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puisqu’ils inhibent la croissance des bactéries Gram positif testées et d’E.coli et aussi celle de 

C. albicans (JIHANI.2013). 

En effet, les bactéries Gram négatif ont une membrane extérieure constituée de 

polysaccharides, ce qui rend la paroi cellulaire imperméable aux composés lipophiles; 

contrairement aux bactéries Gram-positif, qui n'ont qu'une couche de peptidoglycane externe 

qui n'est pas une barrière de perméabilité efficace (SCHERRER et al., 1971). 

 

Les bactéries Gram+ testées sont les plus sensibles aux antibactériens produits par les 

actinomycètes étudiées. Tandis que sur les sept microorganismes tests étudiés, P.aeruginosa 

76110 apparaît comme la souche la plus résistante puisque sa croissance n’est inhibée par 

aucune des 20 souches d’actinomycètes isolées. Ceci n’est pas surprenant car cette espèce est 

connue pour sa résistance naturelle et acquise à plusieurs substances antimicrobiennes 

(STOVER et al., 2000). 

 

Des travaux, publiés dans la revue Nature, révèlent la découverte d’une nouvelle classe 

d’antibiotique dont la platensimycine, active contre un Staphylocoque ATCC(WANG, 2006).  

 

 Cet antibiotique est produit à partir d’une nouvelle souche de Streptomyces platensis 

isolée du sol de l’Afrique du sud. 

 

 Les microorganismes marins produisent  de nombreux antibiotiques, parmi lesquels 

certaines espèces sont impliquées dans la synthèse de nouvelles classes thérapeutiques 

(WILLIAMS, 2009). Streptomyces sp. MADO2 et Nocardiopsis sp. MADO3 sont doués 

d’activités antimicrobiennes contre les souches pathogènes testées. Nocardiopsis sp. VITSK5 

(FJ973467) isolé à partir des sédiments marins collectés (Inde) est actif contre les bactéries à 

Gram négatif : E. coli (20 mm), P. aeruginosa (18 mm) et K. pneumonia (15 mm) et à Gram 

positif S. aureus (6 mm). Son activité antifongique est importante vis-à-vis de A. niger (12 mm) 

(VIMAL et al., 2009). 

  

L'activité antimicrobienne de ces souches doit être testée contre d'autres 

microorganismes et sur d’autres milieux de culture. En fait, il est maintenant bien établi que la 

composition du milieu de culture peut affecter la production d'antibiotiques par les 

actinomycètes (SINGH et al., 2009).  
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 LOUNES et al. (1995) ont montré que les sources de carbone lentement assimilables 

permettent une plus grande production d'antibiotiques alors que d'autres études ont montré que 

le glucose provoque la répression de la formation de plusieurs aminoglycosides produits par les 

actinomycètes (streptomycine, la kanamycine, la néomycine et istamycine) par une répression 

des enzymes de biosynthèse (DEMAIN, 1989 ; PIEPERSBERG et DISTLER, 1997). 

 

 

2-Mise en évidence de l’activité antifongique sur milieu solide par la technique des 

cylindres d’agars 

 

 Un criblage préliminaire pour la recherche d’activité antifongique a été effectué sur 5 

souches d'actinomycètes préalablement retenues sur la base de leurs caractéristiques 

morphologiques jugées intéressantes. La technique utilisée pour la mise en évidence des 

antagonismes est celle des cylindres d’agar. Les résultats montrent un antagonisme intéressant 

à l’égard des champignons utilisés Aspergillus niger et Candida albicans. Le tableau ci-dessous 

montre les résultats obtenus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 12 : Diamètres des zones d’inhibition obtenues en (mm) vis-à-vis d'Aspergillus niger 

et Candida albicans. 

              Champignons  

 

 

Souches tests  

 

 

 

 

Candida albicans 

 

 

Aspergillus niger 
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SP23 

 

14±1 

 

36±1 

SP27 

 

8±0 

 

8±0 

SP20 

 

15±2 

 

13±2 

SP22 

 

27±1 

 

16±3 

SP24 

 

12±1 

 

16±0 

Amphitrécyne B 

(Témoin positif) 

 

  

24±0 

 

30±0 

(Ø= moyenne ±écart type) n=2 (nombre de répétitions),8mm=Absence de zones d'inhibition. 

 

 A partir de ce tableau, on constate que les zones d’inhibition les plus importantes à 

l’égard des germes cibles sont obtenues avec les souches SP23 et SP22 contre Aspergillus niger 

(36mm) et Candida albicans (27mm) respectivement. La plus petite est obtenue avec la souche 

SP24 vis-à-vis de Candida albicans. On remarque aussi que la souche SP27 ne montre aucun 

antagonisme vis à vis des germes utilisés. 
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Figure 10 : Résultats de l’activité antifongique des souches d’actinomycètes tests vis-à-vis 

d’Aspergillus niger et Candida albicans. 

 

 L’analyse statistique par le test ANOVA a révélé une P-valu > 5%, l’activité 

antifongique ne montre aucune différence significative par ailleurs les souches étudiées ont une 

activité similaire contre les germes cibles. Les résultats sont illustrés dans l’annexe 7. 

  

 Les réactions d'antagonisme qu'exercent les actinomycètes sur les champignons peuvent 

provenir de la production directe d'un antibiotique ou d'une enzyme dégradante (BAKER et 

COOK 1974. 

 L’évaluation, de l’activité anti-Candida révèle des zones d’inhibitions entre 07 et 21 mm 

pour les souches SP23, SP20, SP22 et SP24 testés. D’après les résultats des expériences 

réalisées par LEMRISS et al. (2003) et SLAVICA et al. (2005) par la méthode des cylindres 
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d’agar, des souches appartenant au genre Streptomyces montrent des zones d’inhibition (11- 

31mm) vis-à-vis de C.albicans. 

 

 Dans les travaux de HILALI et al. (2002), les résultats d’un criblage initial de 85 

souches d’actinomycète isolées à partir du milieu naturel (sol, eau et sédiments marins) 

montrent que 25 souches (29,41 %) ont une activité vis-à-vis au moins un des germes cibles 

suivants : bactéries et/ou champignons pathogènes (Candida albicans, Candida tropicalis R2, 

Fusarium culmorum et Fusarium graminearum).   

 

L’activité antifongique des souches d’actinomycètes isolées a été mise en évidence sur 

milieu de culture Bennett par deux techniques de diffusion sur gélose. Parmi les 29 souches 

d’actinomycètes isolées, 25 (86,20 %) ont montré une activité antifongique vis-à-vis d’au 

moins un champignon étudié. Les extraits des trois actinomycètes représentatifs ont montré 

une activité inhibitrice intéressante, surtout la souche SP13’ qui s’est révélée plus efficace et 

présente une intense activité antifongique (BOUSSABER,2012) 

 

Généralement, l'activité antifongique est prédominante chez des actinomycètes isolés 

de milieux acides (PETROSYAN et al.,2003), ceci est en accord avec nos résultats 

concernant les souches à activité antifongique, ces dernières sont toutes isolées de 

l’échantillon dont le pH relativement acide(pH=5,6). 

 

 D’après le travail fait par BOUDEMAGH (2007), 171 souche actinomycétales ont été 

isolées et purifiées dans cette étude. Parmi cette microflore, 17 souches soit  10  %  de  cette  

population  ont  montré  des  activités antifongiques contre au moins un champignon test. 

 

 Plusieurs études ont également montré une grande variabilité des résultats des tests 

d’activité antifongique en fonction de la méthodologie (CADET et al., 1996 ; KAUFFMAN et 

CARVER, 1997; KANG et al., 2010 ; MENDES et al., 2013). 

 

 Selon le diamètre des zones d’inhibition ainsi que les spectres d’activité, le test a révélé 

que les souches SP22 et SP23 présentent une activité antimicrobienne importante. D’ou l’intérêt 
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de réaliser des cultures dans des milieux liquide pour ces dernières, afin de sélectionner les 

souches productrices des molécules bioactives. 

  

 HACENE et al. (1994) ont trouvé que sur 286 souches d’actinomycètes isolées de 

différents écosystèmes du Sahara algérien, seulement 32 souches (11,19 %) ont montré une 

activité contre au moins un germe cible parmi quatre bactéries, deux levures et plusieurs 

champignons filamenteux. 

 

III-Cinétique de croissance des souches SP22 et SP23 

 

La cinétique de croissance des deux souches d'actinomycètes SP22 et 

SP23 ont été étudiés afin de déterminer la densité optique et la mesure du pH. Les résultats 

obtenus sont présentés dans la figure11. 
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                Figure 11 : Cinétique de croissance des souches SP22 et SP23. 

Temps d’incubation en jours  

 

  

Les deux souches d’actinomycètes SP22 et SP23 révèle une croissance rapide, avec la 

présence de toutes les phases de croissance a l’exception de la phase de latence qui est 

inexistante pour la souche SP23, justifiée par l’adaptation de l’inoculum au milieu de culture 

(pré culture). 
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 Pendant les 4 premiers jours de culture la DO augmente rapidement pour atteindre la 

valeur 0,776 pour la souche SP22 et 0,542 pour la souche SP23 c’est la phase exponentielle. 

Cette phase est marquée par une acidification des deux milieux de culture qui peut être 

expliquée par une libération d’acides organiques. 

 

 La croissance tendent à ralentir durant l’intervalle (4-8) jours .Cette phase est 

caractérisée par une période de faible croissance des deux souches accompagnée d’une faible 

augmentation du pH qui est  probablement  due  à  la  dégradation  des  sources  azotées. 

 

 A partir de 8éme jours, les souches SP22 et SP23 entre dans la phase de déclin. On 

observe la diminution de la DO de la culture et le pH remonte progressivement  pour  se  

rapprocher  de  la  neutralité  en  fin  de  culture qui est due à la dégradation des sources azotées 

organiques  tels  que  les  acides  aminés  présents  dans  l'extrait  de  levure,  qui  sont  désaminés  

pour libérer de l'ammonium ( STRUB ,2008). 

 

 La  courbe  de  croissance  de  la  souche  ITA 1X   est  caractérisée  par  une  absence  

de  la phase  de  latence  :  elle  peut  être  obtenue  en  adaptant  l'inoculum  sur  le  même  

milieu  (préculture) et en augmentant sa taille (GUIRAUD, 2007).  

 

 Selon  MARTIN et MCDANIEL.(2005) ,le dosage des acides nucléiques représente 

l’une des techniques les plus favorables permettant de suivre la croissance avec plus de 

précision chez les microorganismes filamenteux. 
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IV- Suivi de la production de molécules bioactives par les souches 

d’actinomycètes  

 

 La production de molécules bioactives par les souches SP22 et SP23 a était déterminé 

par des tests antibactériennes à différant temps d’incubation. Les résultats obtenus sont illustrés 

dans la figure ci-dessous.     

 

    

  Figure 12 : Production de molécules bioactives par la souche SP22 en fonctions du temps    

d’incubation. 

 

L’activité antibactérienne de la souche SP22 vis-à-vis des germes E.coli ATCC et 

K.pneumoniae apparait qu’au 4eme jour. Elle est présente dès les deux premiers jours 

d’incubation contre les quatre autres germes. L’effet antagoniste des molécule bio actives 

produites par la souche SP22 est maximum au 6éme et 9 éme jours avec des zones de lyse très 

importantes 20 mm contre S. aureus (6éme jours),17 mm contre P.aeruginosa (9éme jours). 

 

 

0

5

10

15

20

25

2 jours 4 jours 6 jours 9 jours

D
ia

m
ét

re
s 

d
es

 z
o
n
es

 d
'in

h
ib

it
io

n
s(

m
m

)

Temps d'incubation (jours)
Souche SP22

E.coli ATCC

E.coli

S.aureus ATCC

S.aureus

P.aeruginosa

K.pneumoniae



 

Résultats et discussion  

 

 

64 

 

 

              Figure 13 : Cinétique de production de molécules bioactives par la souche SP23 en 

fonction du temps d’incubation. 

 

 La souche SP23 présente une activité antibactérienne durant tout la période d’incubation 

contre les germes E.coli et S. Aureus ATCC. Les plus grandes zone d’inhibition obtenu sont du 

diamètre 27mm avec S.aureus (6éme jours) et de 18mm avec E.coli  au 4éme jours d’incubation. 

L’activité contre   P. aeruginosa n’apparait qu’au 9eme jours (10mm). En ce qui concerne le 

germe K.pneumoniae il est sensible de 2éme et 4éme jours avec des zones d’inhibition de 10 et 

13mm respectivement. 

 

L’activité antagoniste des molécules bioactives élaboré par la souches SP23 est au 

maximum au 4éme jours avec des zones d’inhibions de diamètres 21 mm et 22 mm contre E.coli 

ATCC et S.aureus respectivement et absente dans autre jours.. 

 

 D’après les résultats obtenues, on constate que la souche SP22 produit des métabolites 

actifs durant tout la période d’incubation,  avec une grande zone d’inhibition marqué contre 

S.aureus ATCC au 6em jours (phase exponentielle),par contre la souche SP23 à montre une 

meilleur production au 4em jours avec une activité importante et cela contre 5/6 de nous germes 

cibles, de même la plus grande zone d’inhibition est obtenue contre S. aureus (6émjours). 
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Selon KITOUNI et al. (2005) le  milieu  de  Bennett  est le  meilleur  milieu  de  

production d’antibactériens  pour  l’ensemble  des  actinomycètes  du  point  de  vue   

quantitative. Cette  propriété  s’explique  d’avantage  par  le  fait  que  le  milieu  de  Bennett  

est  riche  en substrats  carbonés  (comme  le  glucose)  et  en  substrats  azotés  (casaminoacides,  

extrait  de  levure  et extrait  de viande). 

 

 La plupart des microorganismes producteurs d'antibiotiques sont hétérotrophes et 

exigeant des composés organiques comme source de carbone et d'énergie. Les sources de 

carbone telles que l’amidon de maïs, le glucose, le fructose, le saccharose et la mélasse qui sont 

rapidement assimilés sont couramment utilisés comme substrats de croissance pour produire 

des métabolites secondaires par fermentation (SANCHEZ ET DEMAIN, 2002 ; 

PAPAGIANNI, 2004). Le glucose est généralement la meilleure source de carbone et d'énergie  

pour  la  croissance  de  nombreux  microorganismes  producteurs  d'antibiotiques  (PARK  et  

al.,  1994). 

 

 La production  microbienne  de  métabolites  secondaires  est  généralement  influencée  

et  connectée  au  métabolisme  primaire  de  la  souche  productrice.  Les  métabolites  

intermédiaires  à l’issue  du  métabolisme  primaire  servent  de  précurseurs  pour  la  synthèse  

de  ces  métabolites secondaires  bioactifs.  Le  niveau  de  production  des  métabolites  

secondaires,  notamment  chez  les  actinomycètes,  dépend  à  la  fois  de  la  quantité  de  

précurseurs  disponibles  et  du  niveau  d’activité des  enzymes  de  la  voie  de  biosynthèse.  

Ces  deux  leviers  de  régulation  du  métabolisme secondaire  sont  influencés  par  de  

nombreux  paramètres,  entre  autres  nutritionnelles  et  physico-chimiques  et sont contrôlés  

par des mécanismes  de régulation  particuliers  (STRUB,  2008). 

 

 les  concentrations  les  plus  élevées  sont  atteintes  en  fin  de  phase stationnaire. Selon 

BU 'LOCK (1975), les métabolites secondaires sont généralement formés lorsque le taux de 

croissance des microorganismes atteint une valeur seuil, le plus souvent faible. TRILLI et al 

(1987), ont démontrés qu’en culture continue, la synthèse d'un antibiotique est optimale si le 

taux de croissance est maintenu entre 50 et 80% du taux de croissance maximal de la cellule. 

En effet, de nombreuses études  ont  révélés  que  les  production  d’antibiotiques  tel  que  la  

Céphamycine C de  Streptomyces  cattleya  et  l’actinorhodine  chez  Streptomyces  coelicolor  
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sont  soumises  à  une  régulation  par  un  faible  taux  de  croissance (DOULL et VINING, 

1990 ; LILLEY et al., 1981).  

 

  Au début de la phase de croissance (Tropophase), la plupart des micro-organismes sont 

sensibles à leur propre antibiotique.  Toutefois,  au  cours  de  production  (Idiophase),  ils  

deviennent  physiologiquement  résistants  à  l'antibiotique  qu'ils  produisent.  La faible 

production de métabolites en phase exponentielle pourrait également s’expliquer par une 

limitation en précurseurs pendant cette phase. La production des métabolites secondaires étant 

sous l'influence du métabolisme primaire (DREW et DEMAIN, 1977). Les cinétiques  de  

croissance et  de  production montrent également  une  distinction  entre  la  tropophophase    et  

l’idiophase  qui  est  une  caractéristique  des actinomycètes où la phase de production et 

découplé de la phase de croissance. Ce même résultat a été observé chez de nombreuses espèces 

de Streptomyces dont S. ambofaciens (KHAOUA et al., 1992).   

 

V-Extraction de molécules bioactives par les solvants organiques 

 

 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. Le choix du solvant dépend de la stabilité des 

substances antimicrobiennes dans le solvant lors de l’extraction (ZOUAGHI, 2007). 

 Trois systèmes de solvants organiques de polarité différente ont été utilisés pour extraire 

les substances antimicrobiennes dans le surnageant et le culot ; il s'agit du Méthanol, l'acétate 

d'éthyle et n-hexane. Ces extraits sont testés pour leur activité antibactérienne et antifongique 

par la technique des disques en papier (BOUDEMAGH ,2007).  

 

 

 

 

1-Extraction des molécules bioactives à partir du mycélium 
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 Les résultats du test de l’activité antibactérienne de l’extrait méthanolique du mycélium 

vis-à-vis des bactéries tests sont représentés dans le tableau (Annexe5) et le diamètre des zones 

d’inhibition de ce dernier sont représentés dans la figure ci-dessous  

 

Figure 14 : Résultat de l'activité antibactérienne des extraits méthanoliques des souches SP22 

et SP23 vis-à-vis des germes cibles. 

 

 La soucheSP22 est la plus performante par une activité antibactérienne très importante 

contre P. aeruginosa (gram négatif) avec une zone d’inhibition de 19mm de diamètre, suivie 

par une zone d'inhibition de 17mm contre E.coli. La plus petite zone d'inhibition est observée 

contre la bactérie E. coli ATCC (8 mm). 

 

 Une activité antibactérienne plus ou moins importante de la souche SP23, la plus grande 

zone d'inhibition est obtenue contre S.aureus (Gram positif),absence d'activité vis-à-vis de 

E.coli ATCC (Gram négatif). Cela, peut-être attribué à la différence morphologique qui existe 

entre les deux types bactériens (Gram positif et Gram négatif). 

 

 En effet les bactéries de coloration de Gram négatif portent dans leurs membranes 

externes des sucres de natures lipopolysaccharidique (LPS). Ce qui rend leurs parois 
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imperméables au passage des solutés lipophiles, contrairement aux bactéries de coloration de 

Gram positif qui ont une paroi tapissée uniquement par le peptidoglycane qui n'est pas une 

barrière efficace (SATEESH et al., 2011). 

 

Plusieurs chercheurs ont observé la résistance remarquable des bactéries à Gram 

négatifs par rapport à leurs homologues bactéries Gram positif (ULLAH et al., 2012). CWALA 

et al (2011) ont testés l'activité antimicrobienne de l'extrait brut de quatre espèces appartenant 

à trois genres d'actinomycètes. Les résultats trouvés indiquent que les extraits sont plus actifs 

sur des bactéries de coloration de Gram positif que sur des bactéries décoloration de Gram 

négatif. 

2-Extraction des molécules bioactives à partir du surnageant de culture 

 Les résultats des antibiogrammes des extraits de la souche SP22 et SP23, sont illustrés 

dans la Figure 18 et la figure 19 respectivement. 

 

Figure 15 : Sensibilité des bactéries testées vis-à-vis des différents extraits organiques 

(Acétate d'éthyle ) de la souche SP22. 

 

 Pour la souche SP22, la plus petite zone d'inhibition est obtenue par des disques 

imprégnés par l’extrait d’acétate d'éthyle contre E.coli ATCC (15 mm), tandis que la plus 
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grande zone d'inhibition est obtenue par des disques imprégnés par le même extrait (acétate 

d'éthyle) contre les deux souches tests E.coli et S.aureus 30 mm,par contre l'activité est absente 

contre Pseudomonas(Figure 18). Les résultats indiquent que l'extrait n-hexane n'a pas montré 

d’activité antagoniste contre les bactéries testées.  

 

 

 

Figure 16 : Sensibilité des bactéries cibles vis-à-vis des différents extraits organiques 

(Acétate d'éthyle et n-hexane) de la souche SP23. 

Pour la souche SP23, les résultats montrent que l'acétate d'éthyle est actifs contre les 6 

bactéries testées dont quatre à Gram négatif (E. coli; K. pneumoniae; P. aeruginos) et une à 

Gram positif (S. aureus).la plus grande zone est marquée contre E.coli avec un diamètre de 28 

mm. Tandis que l'extrait n-hexane a été actif uniquement contre E .coli; E .coli ATCC; S.aureus 

avec des diamètres de 15,13,10 mm respectivement, en revanche aucune activité n'a été montré 

contre (S.aureus, K .pneumoniae, P .aeruginosa). 

Les trois extraits du surnageant par solvants organiques sont actifs contre les deux 

bactéries-tests utilisées. Ainsi les molécules bioactives de la souche A9 sont solubles, à la 
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fois, dans le n-butanol, l’acétate d’éthyle et le benzène. Les zones de lyse les plus importantes 

ont été observées avec l’extrait d’acétate d’éthyle. L’activité antibactérienne de ces extraits a 

été mise en évidence par la technique des disques qui permet de concentrer les composés 

actifs contrairement à la technique des puits (KITOUNI,2008). 

 

 

L'agitation affecte l'aération et le mélange des éléments nutritifs dans le milieu de 

fermentation et par conséquent la production de métabolites secondaires. Il a été rapporté par 

MELLOULI et al. (2004), que pour Streptomyces TN58, la meilleure production de molécules 

bioactives est obtenue à une agitation comprise entre 200 et 250 rpm. Pour des agitations faibles 

de l’ordre de 100 rpm ou  fortes  au  voisinage  de  300  rpm,  la  production  de  biomolécules  

chute  fortement.  De  plus,  en  milieu liquide,  les  cellules  se  développent  uniquement  sous  

forme  de  mycélium  primaire,  même  si  certains Streptomycètes  peuvent  sporuler  dans  cet  

environnement  (HODGSON,  1992).  Il existerait donc  une possibilité  de  relation  entre  la  

sporulation  de  l’espèce  et  sa  capacité  à  produire  ces  molécules antifongiques. 

 

 La comparaison des zones d’inhibition des souches d’actinomycètes actives sur le 

milieu liquide et solide, a montré que la production du métabolite antibactérien est plus 

importante sur le milieu liquide que sur le milieu solide. Ceci s’accorde avec le résultat de 

(SULTANA, 2002 ; HILALI, 2002 ; MELOULI, 2003 ; ZITOUNI, 2005 ; SLAVICA, 2005) 

qui ont montrés que la production d’antibiotique est meilleure sur le milieu de culture liquide, 

mais certaines espèces du genre Actinomadura ont la particularité de ne pousser que sur des 

milieux solides. En ce qui concerne la production d’antibiotique, il existe des exemples de 

souches d’actinomycètes poussant sur milieu liquide mais ne produisant de substances actives 

que sur milieu solide d’après certains auteurs (SHOMURA,1979 ; IWAI,1982 ; BADJI, 2005) 

ce qui nous a poussé à procéder au criblage sur les deux milieux liquide et solide. 

  

 L'apparition de l'activité antibactérienne dans l'extrait d'acétate d'éthyle, et de n-hexane, 

nous laisse supposer qu'il s'agit soit d'une ou de plusieurs molécules, chacune est solubles dans 

un solvant différent ou bien d'une ou de plusieurs molécules soluble dans des solvants variés. 
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Cette dernière hypothèse est plus probable puisque selon GUERNET et HAMON (1981), les 

antibiotiques dont la structure est généralement complexe comprennent des caractères 

entrainant une affinité pour des solvants très divers. 

 

 L'absence totale d’activité antimicrobienne apparente pour l'extrait n-hexane de la 

souche SP22, peut être justifier par la faible concentration d'antibiotique extraite  par le n-

hexane  qui est inférieur à la concentration minimale inhibitrice (CMI).Par contre la faible 

activité de la souche SP23 peut être expliquer par une mauvaise extraction par le n-hexane due 

à une faible solubilité des molécules produites par la souche dans ce solvant. 

 

 Ces résultats nous permettent de conclure que l'acétate d'éthyle est le meilleur solvant 

pour l'extraction des substances bioactives produites par les deux souches SP22 et SP23 dans 

le milieu liquide. 

 

 Plusieurs auteurs ont montré que la production des antibiotiques ne se fait que sur les 

milieux solides et le passage au milieu liquide pose quelques problèmes, soit par l'arrêt de la 

synthèse des antibiotiques ou bien par une diminution de leur production (RADHIKA et al., 

2011 ; SHARMA et al., 2011 ; SINGH et al., 2006), ils expliquent cela soit par :    

 -  La variation de la répartition des nutriments avec le temps de la fermentation alors 

que la distribution de ceci autour des colonies poussant sur les milieux solides ne varie que très 

peu (BADJI et al., 2005). 

 - Ou par la différence de la morphologie des actinomycètes lorsqu'ils évoluent 

respectivement dans le milieu liquide et solide (BUSHELL, 1993) ; Généralement la production 

des antibiotiques est corrélée avec la taille des fragments de mycélium. En effet en milieu 

liquide et à cause de l'agitation, les filaments mycéliens se fragmentent, et les petits fragments 

se trouvent incapables   de produire des quantités importantes d'antibiotiques (REGHIOUA et 

al., 2008), contrairement au milieu solide où la fragmentation de mycéliums peut être évitée ce 

qui favorise la production importante d'antibiotique (GURUNG et al., 2009).     
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Il faut noter que l'activité antibactérienne a été trouvée dans les extraits bruts des 

souches d’actinomycètes, obtenus à partir des cultures à la fois solide et liquide. Par ailleurs, 

il est reconnu que la production d'antibiotiques par les actinomycètes est plus efficace en 

milieu solide qu’en milieu liquide et de nombreuses souches sont incapables de produire des 

antibiotiques en culture liquide (IWAI et OMURA, 1982 ; SHOMURA et al., 1979). 

5-Evaluation de l'activité antifongique des extraits organiques 

 Les résultats du test de l’activité antifongiques des extraits organiques pour les deux 

souches cibles SP22 et SP23 sont illustrés dans les figures ci-dessous. 

 

 

Figure 17 : Activité antibiotique des extraits organiques de la souche SP22 en fonction des 

solvants d’extraction vis-à-vis des champignons cibles. 

 

 Aucune activité antifongique n'a été détectée avec l’extrait n-hexane de la souche SP22 

contre Aspergillus niger et Candida albicans. Une zone d'inhibition de l'ordre 12mm de 

diamètre a été obtenue avec l'extrait Acétate d'éthyle et cela contre Candidas albicans. En 

revanche, l'activité est nulle vis-à-vis d' Aspergillus niger avec le même solvant, par contre la 

plus grande zone d'inhibition a été obtenue avec l'extrait méthanolique contre Aspergillus (13 

mm) de diamètre, suivie d'une zone d'inhibition de 12mm vis à vis de Candida albicans. 
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Pour la souche SP23, La plus grande zone d'inhibition a été obtenue avec l'extrait 

méthanolique contre Aspergillus niger avec une zone d'inhibition de 22mm de diamètre, hormis 

l’activité n’est nulle vis-à-vis de Candida albicans. 

 

 L'extrait n-hexane montre une activité importante et cela contre Aspergillus niger et 

Candida albicans avec des zones d'inhibitions de 11 et 12 mm de diamètre respectivement. Par 

ailleurs l'acétate d'éthyle est actif uniquement à l'égard de Candida albicans avec un diamètre 

d’inhibition de 7 mm. 

 

 

Figure 18 : Activité antifongique des extraits organiques de la souche SP23 en fonction des 

solvants d’extraction vis-à-vis de champignons cibles.     

 

 D'après ces résultats obtenus on constate que le méthanol qui est un solvant polaire s’est 

avéré être le meilleur solvant organique utilisé pour extraire les molécules bioactives et cela 

pour les deux souches SP22 et SP23 contre les germes Aspergillus niger et Candida albicans. 
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 Ces résultats corroborent avec ceux d'AUGUSTINE et al. (2005), montrant que les 

souches tests filamenteuses appartenant au genre Aspergillus sont les plus sensibles aux 

molécules bioactives d’actinomycètes. 

 

Les métabolites secondaires biologiquement actifs (antibiotiques, antifongiques) sont 

généralement liés et influencés par le métabolisme primaire de la bactérie productrice. Un ou 

plusieurs métabolites intermédiaires du métabolisme primaire servent fréquemment comme 

précurseur pour leur synthèse. Toutefois, la composition du milieu de culture gouverne la 

capacité et la quantité de métabolites secondaires produit par le micro-organisme en question. 

Plusieurs travaux ont montré que la nature de la source de carbone ainsi que les additifs 

chimiques à savoir le potassium (K2HPO4), le magnésium (MgSO4, 7H2O) et les 

oligoéléments influencent énormément la capacité de production des antibiotiques chez les 

Streptomyces (MELLOULI et al., 2004 ; FOURATI BEN FGUIRA, 2005 ; BEN AMEUR et 

al., 2006).   

 

VI-Etude de la stabilité des molécules produites par les actinomycètes 

1-Effet de la variation du pH 

 La stabilité des molécules produites par les actinomycètes SP22 et SP23 à été testée en 

mélangeant un volume de l’extrait d’acétate d’éthylbrut avec de NaOH et de HCl pour obtenir 

des solutions à pH 3, 7et 11.L’activité de ces solutions contre les germes cibles a été étudiée 

par la technique des disques(6mm) de papier Wathman, Les résultats obtenues sont présentés 

dans la figure suivante: 
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Figure 19: Activité de l’extrait acétique de la souche SP22 vis-à-vis des bactéries cibles en 

fonction du pH. 

 

  

 L’extrait d’acétate d’éthyle de la souche SP22 (pH=5,6) présente une activité importante 

contre toutes les souches sauf pour P.aeruginosa. A pH 3 l’activité antibactérienne reste stable 

et on observe l’apparition d’une zone d’inhibition importante contre                       P. aeruginosa 

(25mm). A pH neutre (pH=7) on observe la diminution des diamètres des zones d’inhibition et 

perte de l’activité contre E. coli. Par contre à pH basique (pH=11) il y a perte de l’activité contre 

les deux souches E. coli (ATCC et clinique), et P. aeruginosa, elle reste stable pour les trois 

autres souches. L’extrait d’acétate d’éthyle de la souche SP22 est plus actif dans le milieu 

basique, l’activité diminue avec l’augmentation de pH, l’extrait brut de pH égal 5,6 est le mieux 

performant. 
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Figure 20 : Acitivité de l’extrait acétique de la souche SP23 vis-à-vis des bactéries cibles en 

fonction du pH. 

 

 L’extrait brute obtenu avec l'acétate d’éthyl (pH=5,8) presente une activitivé 

antibacterienne contre tous les germes testés. 

 A pH acide(pH=3) l'éxtrait pert son activité contre E.coli ATCC et S.aurreus,elle est 

diminuecontre E.coli(28mm-11mm)et S. aureus ATCC (20mm-11mm).Elle reste stable contre 

K.pneumoniae. 

 

 A pH=7, on remarque l’augmantation de l'activité contre les deux souchesS. aureus 

ATCC(20mm-26mm) et E.coli ATCC (14-27mm).Par rapport au germe K.pneumoniae, le 

diamètre reste constant. L’extrait n’a plus d’activé contre S.aureus et P.aeruginosa. 

 L'extrait à pH=11 n’a plus d’activité contre les bacteries tests sauf pour S.aureus ATCC 

mais elle diminue ( 20mm-16mm) 
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 L’extrait de la souche SP23 est sensible à la variation du pH, on remarque la diminution 

de l’activité dans le milieu acide (pH=3) et le milieu basique (pH=11) ,a pH neutre l’activité de 

l’extrait reste stable. On note que l’extrais brut (pH=5,8) présente une meilleure performance.  

 

2-Effet de la température 

 La connaissance de l’effet de différentes températures sur notre extrait d'Acétate 

d'éthyle est très importante pour la suite des expérimentations. A cet effet une palette de 

température est testée : 4°C, température ambiante, et 110°C. Les résultats de ce test sont 

illustrés dans les figures suivante : 

 

   Tm : Extrait à température ambiante (Tm=25°C) 

Figure 21 : Activité de l’extrait acétique de la souche SP22 vis-à-vis des bactéries cibles en 

fonction de la températeure. 

 

 La plus grande zone d'inhibition est marqué contre E.coli et S.aureus de 23 mm de 

diamètre a températures ambiante, en effet tous les germes cibles testées présentent  une activité 

à cette température à l'exception de P.aeruginosa.  

 

 On note aussi que l’extrait d'acétate d'éthyle résiste aussi à la faible température (4°C), 

une zone maximale apparue contre St aureus avec un diamètre de 21mm, par contre il est 
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sensible vis-à-vis de E.coli. Les molécules antibactériennes de l'extrait d'Acétate d'éthyle 

actives contre E.coli,E.coli ATCC, S.aureus et S.aureus ATCC même après autoclavage à 

(110°C/30min) avec une grande zone marqué contre S. aureus(16mm) en revanche l'absence 

totale de développement a l'égard de P. aeruginosaet K.pneumoniae. 

  

 

 

Tm : Extrait à température ambiante (25°C). 

Figure 22 : Acitivité de l’extrait acétique de la souche SP23 vis-à-vis des bactéries cibles en                               

fonction de la températeure. 

 

 Selon les résultats présentés dans la figure ci-dessus, l’extrait acétique montre une 

activité importante à l'égard de toutes les bactéries cibles a déférente températures. 

On constate que la meilleur activité est obtenue à température ambiante et cela contre E.coli de 

diamètre 28mm. A 4°C aussi l'activité est remarquable vis-à-vis des germes cibles 

essentiellement contre St aureus(25mm). En revanche l'extrait acétique est sensible après 

autoclavage (110°C/30min) contre les germes cibles a l'exception de P.aeruginosa avec une 

zone importante de diamètre (23mm). 
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On peut conclure que l'extrait d'acétate d'éthyle est plus actif à températures ambiante 

et il garde sa stabilité à des températures basses (4°C) et cela pour les deux souches SP22 et 

SP23. 

. Les molécules antibactériennes du mycélium sont actives à des pH allant de 2 à 8. Cette 

activité est optimale à un pH de 4 et devient inexistante en milieu très alcalin (pH de 9 à 10) 

(REGHIOUA, 2008). D’autres résultats identiques ont été rapportés par plusieurs auteurs 

comme HILALI et al. (2002) et KITOUNI (2008). 

 

Les résultats de l’activité antibactérienne des extraits actifs soumis à un traitement 

thermique à différentes températures et à la protéinase. Cette activité est mise en évidence, par 

la technique de diffusion contre B. subtilis 52,62. L’extrait de la souche Sj38 a montré une 

sensibilité à la température et la protéinase K suggérant que la substance (s) bioactive (s) 

produite (s) serait de nature protéique. Toutefois, les extraits des souches Sj32, Sj33, Sj68 et 

Sj69 résistent à des températures élevées et un traitement à la protéinase K ; ce qui suggère que 

les principes actifs seraient de nature non protéique (JIHAN,2013). 

 

L’acétate d’éthyle semble être le solvant le plus approprié pour extraire les molécules 

bioactives du surnageant. Les molécules antibactériennes extraites du mycélium par le 

méthanol pur résistent à différents pH (de 2 à 8) et conservent leur stabilité après 30 min de 

chauffage à 100°C ou même après congélation à -20°C (KITOUNI, 2008). 

 

D’après FLOREY et al. (1949), un composé qui est soluble dans un solvant organique 

à pH acide est lui-même acide. 
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VII-Production enzymatique  

Le tableau suivant résume la biodiversité des souches d'actinomycètes étudiées.  

Tableau 13 : Biodiversité métabolique des souches d’actinomycètes (+ positif; – négatif). 

 

 

 D’après  les  résultats  exprimés  dans  le  tableau ,  il  apparaît  une  biodiversité 

métabolique remarquable entre les actinomycètes. Quatre  souches sur  les 5  étudiées sont 

amylolytique, elles sont capables de produire l amylase qui dégrade l’amidon. La souche 

SP27 ne peut pas dégradée l’amidon, elle une faible croissance sur le milieu amidon.  

 

 Les souches SP20 et SP23 hydrolysent la caséine de lait par la production de la 

caséine. On note une forte croissance de toutes les souches sur le milieu du lait écrémé. Deux 

types d’actions peuvent être induits sur les tubes de lait écrémé ensemencés avec les souches 

d’actinomycètes et incubés pendant 14 jours qui sont la coagulation des protéines du lait 

écrémé et peptonisation qui est la transformation de l’albumine en peptone. 

 

 Les souches induits SP22, SP23, SP24, et SP27la coagulation et la peptonisation du 

lait écrémé par contre la souche SP20n’induit que la coagulation et pas la peptonisation. 

 

 Huitsouches sur neufs d'actinomycètes étudiées par BELYAGOUBI (2014) 

amylolytique, 7 entres elles sont capablesd'hydrolysés la caséine, 5 peuvent induire la 

 

 Tests 
Souches 

 

Hydrolyse de 
l’amidon       

 

Hydrolyse de la 
caséine  

 
Action sur le lait écrémé  

SP20 + + Coagulation 

SP22 + - Coagulation + 
peptonisation 

SP23 + + Coagulation + 
peptonisation 

SP24 + - Coagulation + 

peptonisation 

SP27 
 

- - Coagulation + 
peptonisation 
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coagulation du lait écrémé et 4 souches induits la peptonisation par contre aucune des souches 

n’est capable d’induire la coagulation et la peptonisation. 

 

 Parmi les 10 souches étudiées par HOUDA MORAKCHI (2011) ,7hydrolysent 

l’amidon et 2 souches seulement hydrolysent la caséine.  

 

 Les isolats exhibent également de nombreuses activités enzymatiques telles que 

l’hydrolyse de l’hydrogène sulfuré, de la gélatine, de l’amidon ainsi que la lécithine. Ces 

substrats sont dégradés par certaines espèces de Streptomyces pour être utilisé comme source 

de carbone (SCHATZ et al., 1956 ; ADELSON et al., 1957) mais également pour la 

production d’antibiotiques (BROCK, 1956). 

 

 La majorité de ces souches sont capables de métaboliser l’amidon et la caséine du lait,  

pour assurer la  source  de  carbone  et  d’azote (BELYAGOUBI ,2014) 

 

 

 
 

Figure24: Résultats de l'action des souches d'actinomycètes étudiées sur le lait écrémé.  

(R'13=SP20, R’15=SP22, R’16=SP23,R'17=SP24,R'20=SP27,T=témoin négatif) 
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Figure25:Hydrolyse de l'amidon par les différentes souches d'actinomycètes. 

(A+=Hydrolyse, A–= Absence de l'hydrolyse). 

 

 

Figure26:Résultats de la dégradation de la caséine par les souches SP20 et SP23. 

(Dégradation(+), absence de dégradation(–). 

SP24/A+ SP22/A+ 

SP23/A+ SP27/A- 

SP20/caséinas + SP23/caséinas – 

– 
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VIII-Galerie biochimique  

 

 Les résultats des différents tests biochimiques réalisés sur les deux souches SP22 et 

SP23 sont illustrés dans le tableau15 et, quelques figures des résultats obtenus sont indiquées 

dans l’annexe 8. 

 

Tableau14 : Tableau synthétique de quelques caractères biochimiques des deux souches 

cibles. 

Souches 
Caractères 
 

SP22 SP23 

Voie d’attaque des glucides 

 
Catalase (MEVAGE) 

 

Oxydatif  Oxydatif  

Catalase  
 

+ + 

B-galactosidase(ONPG) 

 

_ _ 

Oxydase  
 

_ _ 

Nitrate réductase  

 

+ + 

Mobilité  
 

+ _ 

Mannitol 

 

+ + 

Citrate 
 

+ + 

Glucose  

 

+ + 

Saccharose et/ou lactose 
 

+ + 

H2S  

 

_ + 

Gaz 
 

+ _ 

RM 

 

+ + 

VP 
 

_ _ 

Indole 
 

+ + 
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+ : Résultat positif, – : résultat négatif. 

 

a-Recherche de la ß-galactosidase et l'oxydase  

 

 Après préparation des suspensions et ajout des disques ONPG pour la recherche de la 

ß-galactosidase et des disques d'oxydase, nous ne constatons aucun virage de couleurs et cela 

pour les deux souches SP22et SP23, elles sont donc ONPG négative et oxydase négative. 

 

b-Recherche de la catalase 

 

 L'apparition d'un bouillonnement accompagné d'un dégagement du gaz ( 

l'effervescence) sur les deux souches testées après contact de ses dernières avec de l'eau 

oxygénée; elle sont donc catalase positives. 

 

c-Recherche de la Nitrate réductase 

 

 Des tubes contenant de bouillon nutritif de nitrate et de potassium sont 

ensemencés,puis incubés à 28°C, après 7jours d'incubation, l'ajout de 3 gouttes des réactifs 

NRIet NRII aux suspensions microbiennes n'engendre aucune réaction particulière ; le milieu 

ne contient pas de nitrite ; et cela peut être expliqué soit par la transformation de Nitrite en 

diazote,soit la souche microbienne ne possède pas de Nitrate réductase. Nous y ajoutons la 

poudre de zinc cette dernière a la capacité de réduire les nitrates en nitrites, de même aucune 

réaction n'est marquée ce qui explique que les réactifs ajoutés au paravent ne présentent aucun 

effet sur les nitrites. Les bactéries ont transformée les nitrates en nitrites puis la dénitrification 

a permis l'obtention de diazote, donc nos deus souches SP22 et SP 23 possèdent donc une 

Nitrates réductase.  

 

d-Etudes de la fermentation des sucres(Glucose, Lactose, Saccharose) 

 

 Apres incubation à 28°C pendant  7jours, une réalcalinisation du milieu, se traduisant 

par une couleur rouge et cela pour tous les tubes ensemencés des souche SP22 et SP23,ses 

dernières fermentent donc le Glucose. En plus les tubes contenant les deux souches virent vers 

le jaune ; celle-ci fermentent donc le Saccharose et/ ou le Lactose.  
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 On constate aussi la présenced'unecoloration noire et absence de bulles ou de 

fragmentation de la gélose dans le tube ensemencé de la souche SP23, celle-ci est donc 

H2S+,Gaz–.par ailleurs le tube contenant la souche SP22 ne présente pas la coloration noire 

mais on remarque la présence de bulles ,celle-ci est donc H2S–,Gaz+. 

 

e- Utilisation du citrate comme seule source de carbone 

 

 Apres incubation à 28°C pendant 7jours, les tubes du milieu Citrate de Simmons, 

ensemencés des deux souches SP22 et SP23 virent vers le bleu, ses dernières fermentent donc 

le citrate. 

 

f-Caractères mannitol et mobilité 

 

 Après 7 jours d'incubation à 28°C, on constate un changement de couleur vers le jaune  

dans tous les tubes, en effet la fermentation dufructose conduit à la formation mannitol du qui 

est lui-mêmedégradé en acide a courtes chaines induisant ainsi une acidification du milieu ce 

qui explique le virage de couleur au jaune. En ce qui concerne la mobilité les tubes contenant 

la souche SP22 montre la présence d'un trouble homogène celle-ci donc est mobile, par contre 

la souche SP22 est immobile. 

 

g-Détermination de la voie d'attaque des glucides 

 

 Après 7 jours d'incubation à 28°C, les tubes additionné ou non de vaseline, 

ensemencés des souches testées ont donné les résultats suivants : 

 

 Les tubes ensemencées des deux souches SP22 et SP23 non recouvert de vaseline 

virent vers le jaune; les tubes additionnées de vaseline  pour les deux souches restent 

rouge(pas de virage de couleur).Les souches SP22 et SP23 possèdent donc un métabolisme 

oxydatif. 

 

 

 

 

 



 Résultats et discussion  

 

 

100 

h-caractères RM et VP 

 

 Les réactions de RM sont positives dans tous les tubescontenant le milieu Clarke et 

Lub probablement ensemencés des bactéries testées. En revanche les réactions de VP sont 

négatives et cela pour les deux souches SP22 et SP 23. 

 

 

i-Production d'indole 

 

 Après incubation à 28°C pendant 7jours, les tubes contenant le milieu EPE 

ensemencés des souches testées, le réactif de Kovacs a été additionné afin de mettre en 

évidence la présence de l’indole, en effet l'apparition d'un anneau rouge au niveau des tubes 

probablement ensemencées des souches SP22 et SP23 ; celle-ci produisent donc de l'indole. 

 

IX-Tests de sensibilité aux antibiotiques  

 

Tableau15:Résultatsdes tests de sensibilité des souches SP22 et SP23 vis-à-vis de quelques 

antibiotiques.(S :sensible ; R :résistant). 

        Antibiotiques 

Souches 

 

 

Kanamycine 

 

Amoxylline 

 

Cefoxitine 

 

Pénicilline 

SP22 R R R R 

SP23 S R R R 

 

 D'après les résultats ci-dessous on constat que nous souches SP22 et SP23 résistent 

antibiotiques tests hormis la Kanamycine qui s'est avéré sensible à l'égard de la souche SP23.  

 

Tous les isolats étudiés par AOUAR (2012)sont résistants à la pénicilline, la 

fosfomycine, l’oxacilline et l’acide nalidixique. Cependant, elles sont toutes sensibles au 

chloramphenicol, à la gentamycine, pristinamycine, kanamycine et la tetracycline. 
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 En dépit du nombre conséquent de tests effectués (20 tests), il est impossible 

d’attribuer ces souches à des espèces actinomycétales types sans le recours à la taxonomie 

numérique et à l’application de tests statistiques (ZITOUNI, 2005). 

 

 Il est par conséquent impossible d’affilier avec certitude ces souches. Cependant, ces 

tests restent intéressants par le fait qu’ils indiquent certaines caractéristiques physiologiques 

importantes pouvant être utiles pour la sélection de ses souches tel que la résistance des 2 

souches à au moins 2 antibiotiques parmi ceux utilisés.  

 

 La résistance des souches à certains antibiotiques sous-entend leur aptitude à la 

production de ces molécules. Vraisemblablement, tant qu’une souche est sensible à ses 

propres antibiotiques dans une certaine mesure, elle est encore plus sensible aux autres 

substances antibiotiques(BOUCHEFFA, 2011). Selon NOUVEL (2005) l’utilisation d’un 

antibiotique inhibe les bactéries sensibles à cet antibiotique mais permet la multiplication des 

autres résistantes. 

 

L’identification des actinomycètes repose principalement sur l’étude de plusieurs 

caractères morphologiques, biochimiques et physiologiques, mais vue que ces méthodes sont 

lentes, laborieuses et très coûteuses, elles ont été abandonnées par plusieurs chercheurs pour 

les remplacer par les techniques moléculaires. Ces approches moléculaires sont souvent 

utilisées pour leur rapidité et efficacité (KIM et al., 1999, LABEDA et KROPPENSTEDT, 

2000, COOK et al., 2003). Parmi les méthodologies employées, la PCR est largement 

pratiquée. 
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 Les résultats obtenus dans la présente étude montrent que :   

 

 Les observations macroscopique et microscopique nous laissent conclure que nous 

souches cibles sont probablement des actinomycètes. 

 

l'activité antibactérienne des cinq souches d'actinomycètes a été testée sur six 

bactéries( E.coli , E.coli ATCC, P.aeruginosa, S.aureus, S.aureus ATCC etK.pneumoniae) et 

deux types de champignons (C.albicanset A.niger). Les cinq  souches d'actinomycètes 

étudiées sont actives envers au moins une bactérie et un champignon cible et cela après 

criblage de ses souches sur milieu solide, La souche SP22 possède une activité très importante 

et cela contre toutes les bactéries ciblesavecdes zones d'inhibition les plus importantes de 

diamètre de 50 et 46mm contre Staphylocoque et P. aeruginosarespectivement. Les résultats 

obtenues vis-à-vis des champignons cibles révèles aussi des zones d’inhibition importantes 

avec les souches SP23 et SP22 contre Aspergillus niger (36mm) et Candida albicans(27mm) 

respectivement. Les deux souches d’actinomycètes  SP22 et SP23 sont sélectionnées pour la 

suite du travail comme les souches les plus productrices d’antibactériens.  

 

La cinétique de croissance et de production nous a permis de connaitre le meilleur jour 

de croissance et de production des antibiotiques en effet, les résultats d'étude montrent que la 

cinétique de croissance et de production d’antibiotiques est maximale au quatrième et sixième 

jour d'incubation respectivement. 

 

 L’extraction par une batterie de solvants organiques de polarité différente nous a 

permis  de choisir le meilleur solvant organique. Le test d’activité des extraits organiques 

indique que l'acétate d'éthyle  serait le meilleure extracteur de ces activités car il permet 

d’exprimer les meilleurs spectres d’action à l’égard des germes cibles testés. 

 

 L'étude de la  stabilité des molécules produites par les actinomycètes SP22 et SP23 à  

été testée en mélangeant un volume de l’extrait d’acétate d’éthyle brut avec de NaOH et de 

HCl pour obtenir des solutions à  pH  3, 7et 11.Ainsi qu'un test destabilité de ses molécules 

vis-à-vis des différentes températures (4°C ,Tm et100°C) sur notre extrait d'Acétate d'éthyle a  

été réaliser. Les résultats obtenus montrent que l'extrait d'acétate d'éthyle de la souche SP22 
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est stable vis-à-vis des paramètres ( pH, T°),en revanche l'extrait de la souche SP23 est affecté 

par ces paramètres. 

 

L’intérêt de ce métabolite dans le domaine médicale et de la santé publique nécessite son 

étude d’une manière plus approfondie en procédant à : 

 

 L'identification moléculaires des souches(16s RNA). 

 L'identification  des molécules ainsi produites.  

 L’optimisation de la production en milieu liquide, par la recherche des meilleures 

conditions (sources de carbone et azotées, élément minéraux, température, aération et 

pH.). 

 La purification complète des molécules produites (en utilisant d’autres techniques 

chromatographiques comme l’HPLC).  

 Déterminer leurs structures par l’utilisation de plusieurs techniques spécif iques tel que 

la spectroscopie d’absorption en lumière IR, la spectroscopie de masse et la résonance 

magnétique nucléaire. 

 Détermination des concentrations minimales inhibitrices ( CMI).    
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Annexe 1: 

Composition des milieux de culture utilisés   

Bennett  

 Extrait de levure …………………………..2g 

 Extrait de viande ………………………….1g 

 Peptone ……………………………………2g 

 Glucose …………………………………....10g 

 Agar………………………………………. 20g 

 Eau distillée ……………………………...1000 ml 

 pH 7,2 

Sabouraud 

 Peptone ………………………….. 10g 

 Glucose …………………………..40g 

 Agar………………………………20g 

 Eau distillée………………………1000mL 

 pH 5,6   

 

Muller Hinton 

 Extrait de viande …………………………………….3g 

 Amidon ……………………………………………...1,5g 

 Hydrolysat acide de caséine …………………………17,5g 

 Agar………………………………………………….18g 

 pH = 7,4 

Milieu caséinase 

 Extrait de levure …………………………..2g 

 Extrait de viande ………………………….1g 

 Peptone ……………………………………2g 

 Glucose …………………………………....10g 

 Agar………………………………………. 20g 

 Eau distillée ……………………………...1000 ml 

 lait écrémé ………………………………..100g 

 pH 7,2 
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Annexe 2:Témoins positifsetnégatifs des germes cibles vis-à-vis des différents antibiotiques 

utilisées.

 

Figure 1 : Les zones d'inhibitions obtenues avec les disques d'antibiotiques (Oxytétracycline 

et l'Ampicilline) vis-à-vis des bactéries cibles. 

 

Figure 2: Les témoins positifs(Amphitrécyne B) et négatifs obtenus vis-à-vis d'Aspergillus 

niger et Candidas albicans. 

 



Annexe 
 

 

Annexe 3: 

Tableau 1:: Cinétique de croissance de la souche SP22. 

Temps(jours) DO(620nm) pH 

0 0,24 6,68 

2 0,328 5,5 

4 0,776 5,2 

6 0,85 4,85 

8 0,837 5,01 

12 0,694 6,5 

 

Tableau 2:: Cinétique de croissance de la souche SP23.  

Temps(jours) DO(620nm) pH 

0  0,08 6,68 

2  0,276 5,5 

4  0,542 5,9 

6  0,6 5,5 

8  0,631 5,66 

12  0,588 7,01 

 

Annexe 4 :Cinétique de production des molécules bioactives par la souche SP22 et SP23 

Tableau1 :Diamètres des zones d’inhibions en fonction du temps d’incubation de la souche 

SP22 vis-à-vis des bactéries cibles. 

 

           Bactéries            
Temps 

 

 

E.coli 

ATCC 

 

S.aureus 

ATCC 

 

E.coli   

 

S.aureus 

 

P.aeruginosa 

 

K.pneumoniae 

2 jours 06 12±1,75 10±2 10±0,75 06 06 

4 jours 10±2 12±0,75 06 06 06 13±1 

6 jours 06 06 12±1 20±1 12±1 06 

9 jours  06 06 10±1.5 10±1,5 17±2,5 06 
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Tableau 2:: Diamètres des zones d’inhibion en fonction du temps d’incubation de la souche 

SP23 vis-à-vis des bactéries cibles. 

           Bactéries            
Temps 

 

 

E.coli 

ATCC 

 

S.aureus 

ATCC 

 

E.coli   

 

S.aureus 

 

P.aeruginosa 

 

K.pneumoniae 

2 jours 06 10±1 10±1 06 06 11±2 

4 jours 21±0,5 15±2 18±1,75 22±1,5 06 13±1,75 

6 jours 06 20±1 10±2 06 06 06 

9 jours  06 27±1 11±1 06 10±2 06 

Annexe 5: 

Tableau 1:Résultats de l'activité antibactérienne des extraits méthanoliques de la souche 

SP22 et SP23. 

 

 

 

 

 

 

Tableau 2:Sensibilité des bactéries cibles vis-à-vis des différents extraits organiques (Acétate 

d'éthyle et n-hexane) de la souche SP22. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Souches 

                                           

Germe cibles 

 

 

 SP22 

 

SP23 

E.coli 17±1 10±0,5 

E.coli ATCC 8±1,33 0 

S. aureus 16±0 10±1,5 

S. aureus ATCC 15±1 15±2 

P. aeruginosa 19±0 14±0,75 

K.pneumoniae 9±1,5 10±1,75 

        Solvants organiques   

                                           

Germe cibles 

 

 

Acétate 

d'éthyle 

 

n-hexane 

E.coli 23±1,5 0 

E.coli ATCC 15±2 0 

S. aureus 23±1,75 0 

S.aureus ATCC 17±0 0 

P. aeruginosa 6 0 

K.pneumoniae 16±0,5 0 
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Tableau 3 :Sensibilité des bactéries cibles vis-à-vis des différents extraits organiques 

(Acétate d'éthyle et n-hexane) de la souche SP23. 

 

 

 

 

 

 

Annexe 6: Stabilité des molécules bioactives par les deux souche SP22 et SP23 aux 

paramètres du pH et de la température. 

Tableau 1 :Diamètres des zones d’inhibition obtenues en fonction du pH  par la souche SP22. 

Germes 

 

pH 

 

E.coli 

 

E.coli 

ATCC 

 

S.aureus 

 

S.aureus 

ATCC 

 

P.aeruginosa 

 

K.pneumoniae 

3 21±1 12±0 25±1,33 20±0,75 25±2 12±1 

5,6 23±1,5 15±0,75 23±1,75 17±1 06 16±1,5 

7 06 10±2 15±2 13±1 06 11±2 

11 06 06 25±1 15±1 06 15±1 

 

Tableau 2:: Diamètres des zones d’inhibition obtenues en fonction de la températures par la 

souche SP22 

      Germes 

 

 

Températures 

 

E.coli 

 

E.coli 

ATCC 

 

S.aureus 

 

S.aureus 

ATCC 

 

P.aeruginosa 

 

K.pneumoniae 

T=4° 20±0 15±1 21±2 18±1,5 15±1,75 20±0 

Tm 23±2 15±2 23±1 17±2 06 16±0 

T=110° 10±1,75 10±1,75 16±1 15±1,5 06 06 

 

 

        Solvants organiques   

                                           

Germe cibles 

 

 

Acétate 

d'éthyle 

 

n-hexane 

E.coli 28±2 15±0 

E.coli ATCC 14±1 13±1 

S. aureus 20±1,5 10±2 

S. aureus ATCC 21±1 0 

P. aeruginosa 20±1,5 0 

K.pneumoniae 11±2 0 
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Tableau 3:Diamètres des zones d’inhibition obtenues en fonction du pH  parla souche SP23. 

Germes 

 

pH 

 

E.coli 

ATCC 

 

E.coli 

 

S.aureus 

ATCC 

 

S.aureus 

 

K.pneumoniae 

 

P.aeruginosa 

3 06 11±0,75 12±2 06 10±2 20±1,75 

5,8 14±1,75 28±0,5 20±1,5 21±2 11±1 20±0,75 

7 27±1 15±1 26±2 06 10±1 06 

11 06 06 16±1 06 06 06 

Tableau 4:: Diamètres des zones d’inhibition obtenues en fonction de la températures 

par la souche SP22. 

      Germes 

 

 

Température  

 

E.coli 

ATCC 

 

E.coli 

 

S.aureus 

ATCC 

 

S.aureus 

 

P.aeruginosa 

 

K.pneumoniae 

4°C 15±1,5 20±2 17±2,5 25±0,5 15±2 14±2 

Tm 14±2 28±1 21±0,75 20±2 20±2,5 11±1 

110°C 06 06 06 06 23±1 06 

Annexe7Extraction des molécules bioactives à partir du mycélium des souches SP22 et SP23 

respectivement (les extraits méthanoliques ).  
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Annexe8Extraction des molécules bioactives à partir du surnageant des souches SP22 et SP23 

respectivement (les extraits d’acétate d’éthyle(SP22,SP23) et le n-hexane(SP23)). 
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Annexe 9Evaluation de l’activité antifongique des extraits organiques pour les deux souches 

SP22 et SP2. 

SP22 
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SP23 
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Annexe 10Effet de la variation du pH des souches SP22 et SP23 respectivement  
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Annexe 11Effet de la température  

SP22 

 

SP23 
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Annexe 12: Galerie biochimique  

 

 

 

Figure 1: Résultats des différents tests biochimique réalisés .  

 


