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Pseudomonas aeruginosa dont le pH est ajusté à 3 (T+ : Témoin 

positif ; T- : Témoins négatifs réalisés avec l’acétate d’éthyle) 

90 

Figure 59 

Absence d’Effet de l’extrait à l’acétate d’éthyle  de la souche S2 sur 

Pseudomonas aeruginosa dont le pH est ajusté à 11 (T+ : Témoin 

positif ; T- : Témoins négatifs réalisés avec l’acétate d’éthyle) 
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Figure 60 

Effet de l’extrait méthanolique  de la souche S3 sur Aspergillus niger 

dont le pH est ajusté à 11 (T+ : Témoin positif ; T- : Témoins négatifs 

réalisés avec le méthanol) 
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Figure 61 

Effet de l’extrait  chloroformique de la souche S3 sur Escherichia 

coli ATCC dont le pH est ajusté à 11 (T+ : Témoin positif ; T- : 

Témoins négatifs réalisés avec le chloroforme) 
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Figure 62 

Absence d’effet de l’extrait  chloroformique de la souche S3 sur 

Escherichia coli ATCC dont le pH est ajusté à 3 (T+ : Témoin 

positif ; T- : Témoins négatifs réalisés avec le chloroforme) 
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Les actinomycètes représentent une source biologique utile d’antimicrobiens contre des

mycètes et des bactéries pathogènes. Ils sont surtout réputés pour leur grande capacité à

produire naturellement des antibiotiques.

Les antibiotiques d’origine naturelle sont produits en majorité par les microorganismes.

Une attention particulière est attribuée à ce groupe bactérien dans les applications

biotechnologiques qui est un résultat cohérent de leur grande diversité métabolique. Ces

derniers ont été la source de nombreuses molécules utilisées en thérapeutique humaine et

animale (pénicilline, érythromycine, vancomycine, streptomycine, amphotéricine, etc.) et en

agriculture (blasticidine S, kasugamycine, polyoxine D, validamycine, etc.) (MISATO, 1982 ;

DUVAL et SOUSSY, 1990 ; MC MANUS et al., 2002). Parmi les microorganismes, les

actinomycètes sont les plus grands producteurs de molécules bioactives environ 70 % des

antibiotiques découverts (SANGLIER et al., 1993 ; SUZUKI et al., 1994 ; TAKAHASHI et

OMURA, 2003). Le genre Streptomyces, qui sécrète plus de 80 % de ces molécules, est très

intensément exploité (BIEHAL, 2000 ; WATVE et al., 2001). Les recherches actuelles de

nouvelles molécules sont orientées vers des souches et des espèces nouvelles appartenant à

d’autres genres et provenant d’écosystèmes extrêmes (pH, température, salinité, etc.). Parmi

ces microorganismes rares, des actinomycètes autres que Streptomyces, se sont révélés être

une source potentielle d’antibiotiques (SANGLIER et al., 1996 ; LAZZARINI et al., 2001 ;

ELLAIAH et al., 2002 ; GATHOGO et al., 2004).

Dans la nature, ils jouent un grand rôle dans le recyclage des composés organiques

(KUMAR et al., 2012 ; SILVA et al., 2013).

A l’heure actuelle, les problèmes de la résistance aux antibiotiques et la sensibilité des

patients associé à l’incapacité de contrôler certaines maladies infectieuses ont conduit à la

recherche continue de nouveaux antibiotiques, à fin de combattre les organismes résistants

parfois à plusieurs antibiotiques. Pour atteindre cet objectif, de nombreuses recherches se sont

orientées vers le criblage de nouvelles souches productrices d’antibiotiques.

La résistance microbienne aux antibiotiques n’est pas un phénomène récent puisqu’elle a

été évoquée peu après leur introduction en médecine humaine. En effet, depuis l’apparition des

premiers agents anti-infectieux tels que les pénicillines et les sulfamides, les microorganismes

n’ont pas cessé de s’adapter à l’environnement imposé par l’utilisation massive de ces

substances (PLOY et al., 2000 ; RUSSELL et MAILLARD, 2000 ; BLOOMFIELD, 2002 ;
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LEVY, 2002 ; SCHWEIZER, 2003 ; ZERIZER et al., 2006 ) et aujourd’hui nous sommes

confrontés à une remontée croissante du nombre de souches microbiennes résistantes à tous les

antibiotiques disponibles sur le marché; ces souches sont appelées multi-résistantes.

Face à cette situation, l’obtention de nouveaux antibiotiques (antibactériens et

antifongiques) est devenue une nécessité.

Les travaux de recherche de ce mémoire s’inscrivent dans cette volonté de mettre en

évidence de nouvelles molécules bioactives. Notre objectif est l’extraction et la caractérisation

préliminaire de substances bioactives à partir de trois souches d’actinomycètes susceptibles de

les  produire.



SYNTHÈSE
BIBLIOGRAPHIQUE



CHAPITRE I

ACTINOMYCÈTES
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1. Historique 

L’histoire des actinomycètes peut être divisée en 5 grandes périodes. La première 

période qui va de 1877 à 1890 environ, a été nommée « période médicale » du fait que 

l’intérêt porté à ces microorganismes était dû presque exclusivement aux propriétés 

pathogènes qu’on leur attribuait (BALDACCI, 1962).  

La seconde période (1900-1940) (MARIAT ET SEBALD, 1990) se rapporte à la mise 

en évidence et à l’étude des actinomycètes du sol, avec les travaux de ROSSI-DORIA (1891), 

GASPERINI (1892), KRAINSKY (1914), WAKSMAN (1919), LIESKE (1921), ORSKOV 

(1923), JENSEN (1932) et KRASSINIKOV (1938). Elle couvre la découverte des conditions 

saprophytiques d’habitat des actinomycètes et les premières tentatives pour distinguer deux 

groupes : les pathogènes et les saprophytes. 

L’époque suivante est celle de la découverte des antibiotiques produits par les 

actinomycètes. Elle commence en 1940 et le nom de WAKSMAN lui est indiscutablement lié 

avec la découverte, en 1944, de la streptomycine produite par Streptomyces griseus (LE 

MINOR, 1989 ; SANGLIER ET TRUJILLO, 1997). Cette période a résulté en un 

accroissement du nombre d’espèces décrites (BALDACCI, 1962). 

Ainsi, la période suivante (1940-1970) peut être définie comme une période de 

développement de critères morphologiques et biochimiques pour la classification des 

actinomycètes, en parallèle avec la meilleure compréhension de la physiologie de ces 

bactéries, de leur intérêt pour la production de métabolites secondaires et leur potentialité de 

biodégradation de composés organiques.  

Enfin, dans le volume 5 du BERGEY’S MANUAL (2012) la classification des 

actinomycètes est basée principalement sur l’analyse de la séquence de l’ADNr 16S, alors, les 

actinomycètes sont classés dans le phylum des Actinobateria, qui est arrangé en classes, 

ordres, familles, genres et espèces (WHITMAN et al., 2012).  

2. Caractères généraux 

 

 Les actinomycètes sont des bactéries filamenteuses, à coloration de Gram positive 

(NANJWAD et al., 2010).  Avec un coefficient de Chargaff (GC %) élevé, saprophytes, 

largement distribuées dans le sol, l'eau et les plantes montrant une diversité chimique et 
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morphologique marquée, mais forment une ligne distincte de l'évolution des organismes 

(GOODFELLOW et O'DONNELl, 1989). 

Bien que les actinomycètes soient des microorganismes procaryotes, leur morphologie 

ressemble fortement à celle des micro-organismes eucaryotes comme les champignons 

filamenteux (OSADA, 1998). Les actinomycètes présentent des similitudes avec les 

eubactéries et les champignons. Il existe des formes de transition, mycéliennes typiques et 

unicellulaires, présentant une aptitude peu marquée à former un mycélium ramifié. Le 

diamètre des filaments des formes mycéliennes est toutefois environ deux fois plus faible  que 

celui des champignons. 

La plupart des actinomycètes sont terrestres, certaines espèces sont marines (MINCER 

et al., 2002). Les actinomycètes sont répandus dans l'environnement et la plupart des espèces 

sont aérobies, mésophiles, leur température optimale est de 25-30 °C  et croissent de façon 

optimale dans la gamme de pH 5,0 à 9,0 avec une proximité optimale à la neutralité 

(WILLIAMS et WELLINGTON, 1982 ; GOODFELLOW et WILLIAMS, 1983 ; GUIRAUD, 

1998). La plupart d’entre eux sont toujours immobiles, leur croissance est lente avec un temps 

de génération de 2 à 3 heures, ils croissent en l’espace de quelques jours à quelques semaines 

(LARPENT et SANGLIER, 1989). 

Les facteurs importants contrôlant l'abondance et l'activité des actinomycètes dans le sol 

sont : la disponibilité des nutriments, la nature et l'abondance de la matière organique, la 

salinité, la teneur en humidité relative, la température, le pH et la végétation du sol 

(GOODFELLOW et WILLIAMS, 1983). 

Les actinomycètes forment un grand groupe de microorganismes procaryotes et sont 

rattachés à l’Ordre des Actinomycétales créé par BUCHANAN en 1917. Plusieurs 

réévaluations systématiques récentes de l’ordre reflètent l’intégration de données moléculaires 

notamment la séquence du gène ARNr 16s. 

Actuellement, le phylum Actinobacteria tel qu’il figure dans le BERGEY’S MANUAL 

(2012) renferme une seule classe : Actinobacteria, cette classe est subdivisée en 5 sous-classe, 

6 ordres, 13 sous-ordre (dont 9 appartiennent à l’ordre des Actinomycétales), 41 familles, 193 

genres et près de 1711 espèces. 
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Tous les membres de cet ordre sont caractérisés par leur grande teneur en G+C %, allant 

de 51 % chez certaines Corynebactéries, à plus de 70 % chez les genres Streptomyces et 

Frankia, (VENTURA et al., 2007) et présentent une grande différenciation quant au 

développement de leur cycle de vie. 

L’ordre des Actinomycétales comprend des genres d’une grande variabilité morphologique, 

allant de la forme cocci (Micrococcus) à un cycle bâtonnet-cocci (Arthorobacter) en passant par 

ceux formant des hyphes qui se fragmentent (Nocardia, Rhodococcus) et ceux qui possèdent un 

mycélium persistant et bien différencié (Streptomyces, Actinomadura,  Micromonospora, etc.) 

(OSKAY et al., 2004 ; SRIVIBOOL et SUKCHOTIRATANA, 2006). 

Les Streptomycètes représentent l’un des taxa appartenant à l’ordre des Actinomycétales 

qui renferment une diversité de morphotypes, comprenant des formes unicellulaires sphériques, 

des hyphes fragmentés et des mycéliums ramifiés. En effet, la famille Streptomycetaceae 

comprend 10 genres : Streptoverticillium, Streptacidiphilus, Microellobosporia, Kitasatospora, 

Kitasatoa, Elytrosporangium, Chainia, Actinosporangium, Actinopycnidium et Streptomyces et 

plus d’une centaine d’espèces. Cependant, les genres Actinosporangium, Actinopycnidium, 

Elytrosporangium, Chainia, Microellobosporia et Kitasatoa, suite à l’utilisation de méthodes de 

biologie moléculaire, notamment, le séquençage de l’ADNr 16s, ils ont été assimilés au genre 

Streptomyces (BERGEY’S MANUAL, 2012). 

3. Vue générale du métabolisme 

            Au cours de leur croissance, les actinomycètes peuvent passer d’un métabolisme dit 

primaire (trophophase) à un métabolisme dit secondaire (idiophase). Au cours de ces deux 

phases, des métabolites sont synthétisés. Leurs propriétés sont différentes en fonction de la 

phase au cours de laquelle ils sont synthétisés. Elles sont résumées dans le Tableau I 

(DLAUNAY et al., 2003). 

Parmi les nombreux métabolites secondaires produits par les actinomycètes figurent les 

antibiotiques. Cette production a été au départ en milieu solide et se manifeste par la présence 

d’une zone d’inhibition de croissance des espèces sensibles autour des colonies 

d’actinomycètes, due à la diffusion de l’antibiotique dans le milieu gélosé. (DLAUNAY et 

al., 2003).  
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Tableau I : Principales différences entre les métabolites primaires et secondaires 

(DLAUNAY et al., 2003). 

Métabolites primaires 

 

Métabolites secondaires 

Synthétisé pendant la trophophase Synthèse pendant l’idiophase 

 

Présent tout au long du cycle cellulaire 

 

Apparition à un moment du cycle cellulaire 

 

Nécessaire à la croissance 

 

Inutile pour la croissance 

 

Rôle physiologique connu 

 

Rôle physiologique mal connu 

 

« turn-over » élevé 

 

« turn-over » pratiquement nul 

 

Produit dans des conditions de culture 

diverses 

 

Produit dans des conditions de culture bien 

définies 

 

Voie de synthèse simple et courte 

 

Synthèse longue et complexe 

 

Synthèse d’un produit parfaitement défini 

 

Synthèse d’un mélange de produits 

 

Structure chimique généralement simple 

 

Structure chimique souvent complexe 

 

Concentration élevée 

 

Concentration faible 

Deux propriétés les plus significatives des actinomycètes sont leur capacité à se 

développer sur les substrats les plus divers et leur aptitude à synthétiser de très nombreux 

métabolites bioactifs parmi lesquels on compte les deux tiers des antibiotiques produits par 

des micro-organismes. Ces propriétés traduisent la richesse tout à fait remarquable du 

métabolisme cellulaire de ce groupe microbien (THEILLEUX, 1993). 

Les actinomycètes sont généralement hétérotrophes, chimioorganotrophes, certains 

étant chimioautotrophes, ils peuvent utiliser une grande variété de substances comme sources 

de carbone et d’azote tels la chitine, la kératine, la cellulose, le xylane, le plastique, le nitrate, 

les polluants pétroliers comme le benzène, polychloro-biphényl, la gélatine, le xylénol, la 

caséine, l’urée, les pesticides comme l’atrazine (MARIAT et SEBALD, 1990 ; KORKMAZ et 

al., 2003 ; KANG et KONDO, 2004 ; OULMI, 2004 ; PELMONT, 2005 ; KITOUNI, 2007 ; 

JARADAT et al., 2008 ; HERNANDEZ et al., 2008 ; KHAN et al., 2008 ; ZERMAN, 2008 ; 

MANE et al., 2009 ; ABOUL-ENEIN et al., 2010). 
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4. Culture et morphologie des actinomycètes   

 La morphologie des actinomycètes ressemble fortement à celle des mycètes 

(PRESCOTT et al., 2010). Toutefois, le diamètre des hyphes, habituellement de 0,5 à 1 µm 

(EUNICE et PROSSER, 1983), est deux à dix fois plus petit que celui des champignons (de 2 

à 5 µm) (GOTTLIEB, 1973). 

Sur les milieux solides, les actinomycètes forment des colonies de forme et d’aspect très 

particulier (OTTOW et GLATHE, 1968 ; LARPENT et SANGLIER, 1989). Elles résultent de 

l’accumulation des hyphes ramifiés et non pas de cellules comme c’est le cas chez les 

bactéries non filamenteuses. Le diamètre des colonies est variable de 1 à 10 mm. L’aspect des 

colonies peut être compact, sec, lisse, rugueux, poudreux, ou en chou-fleur à contours lisses 

ou échancrés. Les colonies sont souvent pigmentées (blanc, crème, jaune, violet, rose, gris, 

etc.) (PERRY et al., 2004). 

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). 

La figure ci-dessous montre le cycle de développement de ce genre sur milieu solide. 

 

Figure 1: Cycle de développement des Streptomyces sur milieu solide. 1 : spore, 2 : tube 

germinal, 3 : mycélium végétatif, 4 : jeune colonie, 5 : mycélium aérien, 6 : sporophore, 7 : 

sporulation, 8 et 9 : maturation des spores, 10 : colonie mature (HOPWOOD et al., 1985). 
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En milieux liquides sans agitation, les hyphes formés après la germination des spores 

montent en surface pour croître en contact de l’air (KEULEN et al., 2003). Cependant, en 

milieu liquide avec agitation, il n’y a pas de formation du mycélium aérien ni de spores. Les 

actinomycètes forment d’abord des filaments libres, qui se ramifient et s’entremêlent pour 

former des agrégats. Ces, derniers, généralement sphériques sont composés d’une masse 

dense d’hyphes enroulés (figure 2). 

 

Figure 2: les classes morphologiques d’actinomycètes cultivées en milieu liquide 

(PAMBOUKIAN et al., 2002). 

4.1.Le Mycélium 

4.1.1. Mycélium primaire 

Le mycélium persistant peut être organisé à son tour en mycélium de substrat (aussi 

appelé mycélium végétatif, mycélium de base, mycélium primaire ou encore mycélium 

intramatriciel) et/ou en mycélium aérien (aussi appelé mycélium secondaire). 

 

Le mycélium de substrat se présente sous la forme d’un ensemble de filaments 

multinucléaires formés à partir du tube germinal (hyphe) issu d’une spore. Cet hyphe 

s’allonge par croissance apicale et se ramifie a maintes reprises. Son développement, sur la 

surface et à l’intérieur du milieu solide, donne naissance à des jeunes colonies, formées par 

des filaments attachés en matrice complexe (MIGUELEZ et al., 2000). 
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4.1.2. Mycélium secondaire 

Le mycélium aérien se forme lorsque la colonie devient plus âgée. Les hyphes primaires 

donnent des branches qui se développent loin de la surface de la colonie en donnant un 

mycélium reproductif dans l’air. Contrairement à celui du substrat, le mycélium aérien est 

plus épais et peu ramifié, il est protégé par sa paroi hydrophobe et peut se développer sur 

milieu pauvre en sources nutritionnelles, dans la plupart des cas, par la dégradation du 

mycélium de substrat dont les produits assurent un apport relativement constant en nutriments 

pour sa croissance loin de la colonie (MIGUELEZ et al., 2000 ; PRESCOTT et al., 2003). 

En fonction du genre, les mycéliums (végétatif et aérien) des actinomycètes peuvent se 

former selon trois schémas bien distincts : 

- Soit seul le mycélium végétatif est formé (exemple : Frankia, Dactylosporangium) ; 

- Soit il y a formation de mycélium végétatif puis de mycélium aérien maturé en 

conidies (Streptomyces) ; 

- Soit seul le mycélium aérien est formé, ce qui n’est rencontré que pour le genre 

Spyrichthya, dont les hyphes du mycélium aérien sont attachés au substrat par des 

crampons (DJABALLAH, 2010). La figure 3 illustre le mycélium aérien et végétatif 

d’une colonie d’actinomycète. 

 
 

Figure 3: Coupe transversale d’une colonie d’actinomycète montrant le mycélium végétatif et 

le mycélium aérien avec des chaînes de conidiospores (PRESCOTT et al., 2003). 
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4.2.La formation des spores  

 Les hyphes aériens des actinomycètes subissent une série de changements 

développementaux qui donneront naissance aux spores. On distingue deux types de spores 

selon leur mode de formation : les exospores et les endospores, également appelées conidies 

(THEILLEUX, 1993), celles-ci permettent la propagation de l’espèce et la survie dans de 

conditions défavorables (SAFFROY, 2006). 

4.2.1. Les exospores 

Les actinomycètes forment généralement des exospores qui peuvent avoir des formes 

très variables. Elles se développent par septation des extrémités du filament, habituellement 

en réponse à une privation en éléments nutritifs. La plupart ne sont pas particulièrement 

résistantes à la chaleur, mais supportent bien la dessiccation et ont, de ce fait, une importante 

valeur adaptive (PRESCOTT et al., 2007). Les différents types de chaînes de spores exogènes 

rencontrées chez les actinomycètes sont représentés dans la figure 5. 

4.2.2. Les endospores 

Les endospores sont produites par des actinomycètes thermophiles. Elles naissent d’une 

réorganisation du cytoplasme avec formation d’une nouvelle paroi dans l’hyphe. 

Tout comme les endospores bactériennes du genre Bacillus (une bactérie à coloration de 

Gram positive qui a des spores très résistantes à la chaleur), les spores des 

Thermoactinomyces contiennent de l’acide dipicolinique à une concentration de 6.5 à 7 % 

(poids/poids), ce qui est inférieur à la concentration retrouvée dans les spores de Bacillus. Cet 

acide, probablement situé dans la partie centrale de la spore, est un composé unique qui est 

retrouvé exclusivement chez les cellules non végétatives et il pourrait jouer un rôle dans la 

résistance des spores à la chaleur. Les endospores des thermoactinmycètes peuvent rester 

viables dans le sol pendant de nombreuses décennies (SYKES et SKINNER, 1973 ; 

KITOUNI, 2007). Les différents types de chaînes de spores endogènes sont représentés dans 

la figure 6. 

Les spores d’actinomycètes présentent une grande variété d’arrangements. Celles-ci 

peuvent être produites isolément, deux à deux longitudinalement, en courtes chaînettes, en 

longues chaînettes. Les chaînettes de spores peuvent être ramifiées ou non, droites, flexibles 

ou en spirales. Elles peuvent être rayonnantes autour d’hyphes sporophores. On rencontre 
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également une importante diversité au niveau de la surface des spores : lisse, ridée ou d’aspect 

velu. Chez certains genres, les spores sont contenues dans un sporange : compartiment qui se 

développe à l’extrémité d’un hyphe spécial appelé sporangiophore. Les sporanges contiennent 

de quelques à plusieurs milliers de spores, formant des chaînes enroulées ou parallèles. La 

plupart des actinomycètes sont immobiles ; cependant, chez certains genres il est possible de 

trouver des spores dotées de flagelles (zoospores), ceci permet leur dispersion dans les 

habitats aquatiques (figure 4). 

Position des flagelles sur les spores mobiles 
 

 
Ornementation des spores 

 

 

 

Figure 4 : Morphologie des spores des actinomycètes (ERRAKHI, 2008).   

 

Figure 5 : différents types de chaînes de spores exogènes rencontrées chez les actinomycètes 

(ERRAKHI, 2008).   
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Figure 6 : différents types de chaines de spores endogènes rencontrées chez les actinomycètes  

(ERRAKHI, 2008). 

 

5. Taxonomie et critères d’identification 

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

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 (HOLT et al., 2000). 

L’ensemble des caractéristiques de chaque taxon bactérien est répertorié dans le manuel 

Bergey, un ouvrage de référence pour la taxonomie des bactéries, qui comprend un volume en 

deux parties dédiées aux Actinobacteria (BERGEY’S MANUAL, 2012). 

5.1.Critères culturaux et macromorphologiques 

D’après NOUREDINE, (2006) et BOUDJELLA et al., (2007), les caractères culturaux 

contribuent parfois dans la différenciation des genres d’actinomycètes entre eux.  

Parmi les caractères culturaux importants : 

- La production d’un mycélium aérien (MA) (cas de nombreux genres) ou non (ex 

Actinoplanes, Micromonospora et Rhodococcus ; 

- La présence ou non de mycélium du substrat (MS) ; 

- La couleur du MA et du MS. La couleur exacte peut être définie à l’aide d’une carte 

de couleur ; 
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- La production et la couleur des pigments diffusibles dans le milieu de culture. 

 

5.2.Critères  micromorphologiques 

Les critères micromorphologiques importants selon NOUREDINE, (2006) et 

BOUDJELLA, et al., (2007) sont : 

- La fragmentation on non du MS ; 

- La formation de spores exogènes sur le MA et/ou sur le MS, leur forme, leur taille et 

leur agencement (isolées, en chaines) ; la présence ou non de sporophores, la surface 

des spores (lisse, rugueuse, épineuse ou chevelue) ; 

- La présence ou non de sporanges sur le MA ou sur le MS, la forme et la taille des 

sporanges, le nombre de spores par sporange ainsi que la longueur des 

sporangiophores ; 

- La présence de spores mobiles (ex. : Planomonospora, Planobispora, Spirillospora, 

Actinoplanes) ou non mobiles (ex. : Streptomyces, Streptosporangium, Micromonospora, 

ainsi que de nombreux autres genres…) ; 

- La formation d’endospores (Thermoactinomyces) ou la présence de structures 

particulières comme les sporanges (DEMAIN et SOLOMON, 1986). 

Mais bien qu’il soit parfois possible de classer une souche sur la base de critères 

morphologiques tout à fait évidents, ceux-ci ne suffisent pas pour établir une détermination 

correcte et il est indispensable de considérer d’autres caractères (LECHEVALIER et 

LECHEVALIER, 1980). 

5.3.Critères chimio-taxonomiques 

Des études rapportées par BECKER et al, (1965) ont établi que les actinomycètes 

avaient une paroi cellulaire de composition très proche de celle des bactéries à Gram positif. 

 La composition en acides aminés, en glucides et en lipides constitue la principale 

caractéristique utilisée en chimiotaxonomie (STANEK et ROBERTS, 1974 ; 

LECHEVALIER et al., 1977). 
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5.3.1. Les sucres 

Les sucres ayant une importance taxonomique sont l’arabinose, le galactose, le xylose et 

le madurose. L’analyse des glucides peut se faire directement à partir d’hydrolysats cellulaires 

à l’aide d’une chromatographie en couche mince, suivie d’une révélation chimique (Tableau 

II) 

Tableau II: Sucres cellulaires totaux des actinomycètes (LECHEVALIER et 

LECHEVALIER, 1970). 

Profils de sucres 

 
Sucres caractéristiques Genres représentatifs 

A Arabinose, Galactose 
Nocardia, Rhodococcus, 

Saccharomonospora 

B Madurose 

Actinomadura, 

Streptosporangium, 

Demaphilus 

C Aucun 

Thermomonospora, 

Actinosynnema, 

Geodermatophilus 

D Arabinose, Xylose 
Micromonospora, 

Actinoplanes 

 

Cependant, la paroi de certains actinomycètes peut contenir d’autres sucres tels que le 

fucose qui rentre dans la composition de la paroi de certaines espèces appartenant aux genres 

Frankia et Actinoplanes ; le rhamnose avec le galactose peuvent orienter le diagnostic 

d’identification vers certaines espèces appartenant au genre Saccharothrix ; le mannose avec 

le rhamnose et le galactose caractérisant quant à eux le genre Streptoalloteichus (PRESCOTT 

et al., 2003). 

5.3.2. Les acides aminés 

La paroi cellulaire des actinomycètes est composée d’un peptidoglycane dont les 

chaines peptidiques sont composées d’acides aminés très diverses. Certains ont une grande 

valeur taxonomique, ces derniers sont donc la lysine, l’acide 2.6-diaminopimélique (DAP) qui 

peut être sous la forme isomérique LL ou DL (méso) (figure7), l’acide 2.4-diaminobutirique 

et la glycine. La combinaison du type d’acide aminé du peptidoglycane et du spectre de 

glucides permet un classement en 8 groupes principaux (LECHEVALIER et 

LECHEVALIER, 1970). 
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Figure 7 : Structure des isomères de l’acide diaminopimélique (LECHEVALIER et 

LECHEVALIER, 1970). 

Tableau III : Types de parois des actinomycètes en fonction des constituants en acides 

aminés et en sucres (LECHEVALIER et LECHEVALIER, 1970). 

Type de paroi 
Constituants majeurs 

 
Exemples de genres 

I 
LL-DAP 

 
Streptomyces 

II 
Méso-DAP, Gycine, Xylose, 

Arabinose 
Micromonospora 

III 
Méso-DAP, Maduroseo ou 

aucun sucre 
Actinomadura 

IV 
Méso-DAP, Arabinose, 

Galactose 
Actinomaces israelii 

V 
Lysine, Ornitine 

 
Nocardia 

VI 
Lysine 

 
Oerskovia 

VII 
DAB, Glycine 

 
Agromyces 

VIII 
Ornithine 

 
Cellulomonas 

DAP : Acide 2.6-diaminopimélique ; DAB : Acide 2.4-diaminobutirique. 

5.3.3. Les lipides 

Les lipides taxonomiquement important peuvent être représentés par quatre  groupes : 

les lipides polaires, les ménaquinones, les acides mycoliques et les acides gras. 
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5.3.3.1.Les lipides polaires 

Les lipides polaires les plus communs chez les actinomycètes sont les phospholipides. 

L’analyse de ces composés a permis de distinguer entre plusieurs genres ayant le même profil 

morphologique ainsi que le même type pariétal (MINNIKIN et GOODFELLOW, 1981) tel 

que Pseudonocardia et Amicolatopsis (LECHEVALIER et al., 1986), Nocardiopsis et 

Saccharothrix (LABEDA et al., 1984).  

5.3.3.2.Les ménaquinones 

Les ménaquinones sont des lipides présents au niveau de la membrane plasmique et 

jouent un rôle dans le transport des électrons et dans la phosphorylation oxydative. Ils 

possèdent dans leur structure un noyau quinone méthylé et une chaîne carbonée aliphatique 

composée d’unités isoprènes. Ils sont classés suivant le nombre de ces unités et le degré 

d’hydrogénation (saturation) de la chaîne (COLLIN et al., 1980). 

5.3.3.3.Les acides mycoliques 

Ce sont des composés pariétaux constitués de 20 à 90 carbones, présents uniquement chez 

certains genres tels que Mycobacterium (80 carbones), Nocardia (50 C) et Corynebacterium (30 

C). Ils sont donc utiles pour différencier certains genres de ce type entre eux, par leur présence ou 

leur absence (MORDARSKA et al., 1972). Leur structure générale est la suivante : 

 

Figure 8 : Structure chimique de l’acide mycolique (ZITOUNI, 2005). 

5.3.3.4.Les acides gras  

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

nombre d’atomes de carbone est caractéristique du genre (KROPPENSTEDT et al., 1990 ; 

MINNIKIN et GOODFELLOW, 1981). 
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5.4.Critères physiologiques 

Les tests physiologiques utilisés consistent en des tests de dégradation de différents 

composés (glucidiques, lipidiques, protidiques, polymères complexes, stéroïdes, etc.), des 

tests de résistance aux différents agents chimiques (antibiotiques, divers autres agents), ainsi 

que la tolérance au pH, à la température, à la salinité, etc. 

5.5.Critères moléculaires  

Les principales analyses moléculaires utilisées dans la taxonomie des actinomycètes 

pour la détermination des espèces sont le séquençage de l’ARN ribosomique 16S, 

l’hybridation ADN-ADN, et la détermination du coefficient de Chargaff (G+C %). 

5.5.1. Coefficient de Chargaff 

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

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

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

et 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 dont 

les (G+C %) diffèrent de plus de 10 % ne peuvent appartenir à un même genre. Au-delà de 70 

% de similitude, deux souches sont considérées comme appartenant à la même espèce.    

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

proches, car les bases peuvent être disposées de manière très différente sur l'ADN (LARPENT 

et LARPENT-GOURGAUD, 1985). 

Tableau  IV : Valeur du coefficient de Chargaff pour les différents genres d’actinomycètales 

(JACQUE, 1985). 

Genre  GC% 

Mycobacterium 

Actinomyces 

Nocardia 

Streptomyces 

Micromnospora 

Actinoplanes  

64 à 70 

63 à 73 

67 à 69,4 

69 à 76 

71,4 à 72,8 

70,6 à 76 
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5.5.2. Séquençage de l’ADN ribosomique 16S 

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

al., 1991 ; COOK et MEYERS, 2003). 

 

STACKEBRANDT et ces collaborateurs ont été les premiers à utiliser cette technique 

pour la taxonomie des actinomycètes. Le gène codant pour l’ARN ribosomique 16S est 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’ (15 premières 

et 15 dernières bases) sont conservées dans toutes les espèces bactériennes. 

L’étude de l’ADNr 16S utilise deux techniques de base : la PCR (Polymerase Chain 

Reaction) et le séquençage. 
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Figure 9 : Classification phylogénétique des Actinobacteria, basée sur les séquences du gène 

codant d’ARNr 16S (ZHI, 2009). 
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6. Ecologie et distribution des actinomycètes dans la nature  

La grande diversité métabolique leur permet d’avoir une importance écologique 

majeure dans l’environnement (HASLEY et LECLERC, 1993). Les actinomycètes sont des 

microorganismes très ubiquitaires, que l’on rencontre sur tous les substrats naturels courants    

(voir tableau V). Dans le sol, les actinomycètes représentent 10 à 20 % de la population 

microbienne totale (DOMMERGUES et MANGENOT, 1970 ; TAKAHASHI et OMURA, 

2003). 

Tableau V : Répartition des actinomycètes dans la nature (GOODFELLOW et WILLIAMS, 

1983). 

Genre Habitats 

Actinomadura 

Actinoplanes 

Frankia 

Microbispora 

Micromonospora 

Nocardia 

Rhodococcus 

Saccharomonospora 

Streptomyces 

Streptosporangium 

Thermomonospora 

Sol 

Sol, eau, litière 

Nodule de racines 

Sol 

Sol, eau 

Sol, eau 

Sol, eau, fumier, litière 

Matière en décomposition 

Sol, eau, litière 

Sol 

Matière en décomposition et fermentation 

 

Le genre Streptomyces est celui qui prédomine généralement dans les sols et divers 

autres substrats. Il représente 80 à 95 % du total des actinomycètes (LACEY, 1973 ; ELWAN 

et AL-GOUNAIM, 1985). Après Streptomyces, les genres les plus fréquents sont Nocardia et 

Micromonospora (DOMMERGUES et MANGENOT, 1970). Les autres genres ne constituent 

qu’une fraction minime et sont parfois peu fréquents ou même assez rares. 

La plupart des Actinomycètes sont saprophytes, mais quelques-uns peuvent être 

pathogènes ou symbiotes des plantes et des animaux (SUZUKI et al., 1994). 

Les sols des oasis du Sahara Algérien, bien que soumis à climat aride, se sont révélés   

riches en actinomycètes parfois réputés rares de par le monde (BOUDEMAGH, 2007). On les 

trouve non seulement dans les horizons de surface, mais aussi à plus de 2 mètres de 

profondeur et en quantité appréciable (SABAOU et al., 1998). La figure 10 illustre leur 

distribution en surface et en profondeur.  
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Figure 10 : Distribution verticale des actinomycètes dans le sol (moyenne de trois 

échantillons de sol) (IWAI et TAKASHI, 1992). 

Des actinomycètes ont été isolés à partir d’habitat varié, tels que les rhizosphères des 

plantes médicinales (KHAMNA et al., 2010), de l’écorce d’arbres (PULLEN et al., 2002 ; 

KITOUNI et al., 2005), des sédiments marins (BALAGURUNTHA et al., 2010). Certaines 

espèces ont, en outre, été isolées à partir de milieux extrêmes : des sols pollués contenant des 

métaux (DESJARDIN, 2002), des hydrocarbures ou du pétrole (BANIASADI et al., 2009), 

les boues activées (SIMON et MEUNIER, 1970), d’autres se comportent comme des parasites 

intracellulaires des spongiaires (GRANDHIMATHI et al., 2007). 

 

7. Les Actinomycètes en biotechnologie 

L’hétérogénéité biochimique des actinomycètes, leur diversité écologique et leur 

exceptionnelle capacité à produire des métabolites secondaires font d’eux des producteurs 

potentiels de nombreux composés intéressants en industrie pharmaceutique et alimentaire, 

médicale et environnementale (MINCER et al., 2002; BEHAL, 2003 ; OVERBYE et 

BARRETT, 2005 ; ABBAS, 2006 ;  BALTZ, 2008) comme les antibiotiques, les pesticides 

(antimycine A), les herbicides (phinotricine), les insecticides (mikkomycine), les antiparasites 

et des enzymes. Parmi ces composés, les antibiotiques tiennent une place importante en 

nombre et en importance thérapeutique et commerciale (OSKAY et al., 2004). 

 

Les actinomycètes gagnent en importance, car c’est la plus importante source de 

production d’antibiotiques et autres métabolites secondaires bioactifs (VALAN ARAZU et 

al., 2009),  ce qui fait d’eux des producteurs intéressants en industrie pharmaceutique. 
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En effet, ils sont à l’origine de 70 % des antibiotiques naturels connus dans le monde 

(ZERIZER et al., 2006). Les Streptomyces sont particulièrement prolifiques (OSKAY et al., 

2004). Ainsi, 80 % des antibiotiques commercialisés proviennent de ce genre (THAKUR et 

al., 2007), à savoir : la streptomycine, la novobiocine, la nystatine, etc. D’autres genres 

producteurs peuvent être cités : Micromonospora, Nocardia, Actinomadura, Actinoplanes, 

Nocardiopsis, et Saccharothrix. 

En ce qui concerne l’activité antifongique des actinomycètes, elle ne se limite pas 

seulement aux champignons filamenteux, mais s’étend aux levures et aux dermatophytes.  

A titre d’exemple, la souche Streptomyces mutabilis présente une activité anticandidale 

envers Candida albicans (SANASAM et NINGTHOUJAM, 2010), et la souche Streptomyces 

rochei présente une activité antidermatophytique vis-à-vis du dermatophyte Trichophytum 

rubrum (LAKSHMIPATHY et KRISHNAN, 2009).   

Tableau VI : Quelques exemples d’antibiotiques produits par les actinomycètes. 

Actinomycètes producteurs Antibiotiques Références 

1/Les agents antibactériens 

 

Micromonospora sp. Clostomycine TAKAHASHI et al., 2003 

Streptomyces griseus Candicidine JINENEZ et al., 2009 

Streptomyces lydicus Streptolidigine LIU et al., 2007 

Streptomyces lindensis Rétamycine INOUE et al. ,2007 

Marinispora sp. Marinomycine 
STURDIKOVA et 

STURDIK, 2009 

Verrusispora 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 Transvalencine MUKAI et al., 2006 

Streptomyces nodosus Amphotéricine B CARLE et al., 2003 

3/Les bioherbicides et bioinsecticides produits par les actinomycètes 

 

Saccharopolyspora spinosa 
Spinosad. Insecticide 

neurotoxique 

WILLIAMSON et al., 

2006 

Actinomadura sp 

Herbicides. 

Exemple 1. 2,4-Dihydro-4-

(β-D-ribofuranosyl)-1, 2, 4 

(3H)-triazol-3-one 

SCHMITZER et al., 2000 

Streptomyces hygroscopicus Exemple 2. herbimycine OMURA et la., 2006 
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Les actinomycètes sont aussi une grande source de molécules possédant des activités 

biologiques variées telles que des agents antitumoraux comme la montanastatine produite par 

Streptomyces anulatus, la mitomycine de Streptomyces lavendulae et les bléomycines de 

Streptomyces verticillus (PETIT et al., 1999), des antiviraux tels que les rifampycines, 

produits de fermentation de Streptomyces mediterranei, ont montré des propriétés antivirales 

contre des bactériophages, mais aussi des virus mammifères (WEHRLI et STAEHELIN, 

1971), l’actinohivine est un autre exemple de substances bioactives produites par les 

actinomycètes ; c’est une nouvelle protéine anti-VIH isolée à partir de la souche K97-0003 et 

qui a la capacité d’inhiber la formation du syncytium (CHIBA et al., 2001). Ainsi, des 

inhibiteurs d’enzymes, des vitamines, des immunomodulateurs (BADJI, 2006), ou des 

antiparasitaires (OSKAY et al., 2004). Quelques exemples de ces molécules bioactives sont 

illustrés dans le  tableau VII. 

Les enzymes sont, après les antibiotiques, les plus importants produits des 

actinomycètes (LOPES et al., 1999), tels que les enzymes alcalines (LI et al., 2005), les 

transglutaminases, les xylanases et cellulases utilisées dans le traitement des sous-produits 

(RAWASHDEH et al., 2005),  de multiples protéases (RIFAAT et al, 2007 ; VONOTHINI et 

al., 2008) qui peuvent ensuite trouver des applications dans l’industrie des détergents par 

exemple (MOREIRA et al., 2002). 

Les enzymes isolées à partir des actinomycètes des environnements extrêmes, dites 

actinomycètes extrêmophiles, sont commercialement très importantes. Quelques exemples 

d’extrêmozymes produites par les actinomycètes extrêmophiles sont résumés dans le  

tableau VIII. 
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Tableau VII : Quelques exemples de molécules bioactives non antibactériennes et non 

antifongiques produites par les actinomycètes. 

Molécules bioactives Actinomycète producteur Références 

1/ Les agents antiparasitaires 

Trioxacarcine Streptomyces sp MASKEY et al., 2004 

Prodiginine Streptomyces coelicolor WILLIAMSON et al., 2006 

2/ Les agents antiviraux  

9-β-D- 

Arabinofuranosyladénine 
Streptomyces antibioticus MADIGAN et al., 1997 

Panosialine Streptomyces sp AOYAGI et al., 2006 

3/ Les agents antitumoraux 

Asterobactine Nocardia asteroides NEMOTO et al., 2002 

Mechercharmycine Thermoactinomyces sp KANOH et al., 2005 

Salinosporamide A Salinispora tropica FENICAL et al., 2006 

Marinomycine Marinospora sp KWON et al., 2006 

Borrelidine Streptomyces sp VINO et LOKESH, 2008 

IB-00208 Actinomadura sp MALET-GASON et al., 2009 

4/ Les agents immunostimulateurs 

Rubratin Nocardia rubra DEBOER et al., 2000 

Bestatine Streptomyces olivorticuli IKINOSE et al., 2003 

FR-900494 Kitastosporia kifunense IWAMI et al., 2006 

5/ Les agents immunosupprésseurs 

Pentalenolactone Streptomyces filipinensis UYEDA et al., 2001 

Brasilicardine A Nocardia brasiliensis KOMATSU et al., 2005 

6/ Les enzymes a application thérapeutique (antitumorale) 

L-asparaginase Streptomyces sp SALEEM BASHA et al., 2009 

L-glutaminase Streptomyces  olivochromogenes BALAGURUNATHA et al., 2010 
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Cependant, depuis ces dernières années, les chercheurs se sont intéressés à la recherche 

d’actinomycètes rares (autre que les Streptomyces sp.) dans le but de trouver de nouvelles 

molécules bioactives. Par exemple, les Actinoplanètes (HAYAKAWA et al., 2004), 

Kitasatospora sp. (TAKAHASHI et OMURA, 2003), Sacharotrix sp. (ZITOUNI et al., 

2005), la figure 11 illustre la distribution relative des souches d’actinomycètes rares. 

 

Figure 11 : Distribution relative des souches productrices bioactifs parmi les actinomycètes 

rares (LAZZARINI et al., 2001). 

Les actinomycètes sont une source particulièrement riche de métabolites secondaires 

(BERDY, 2012). En effet, les actinomycètes produisent 47 % des molécules bioactives issues 

de microorganismes, découvertes entre 1940 et 2010 parmi lesquelles 24 % sont issues 

d’actinomycètes rares (tableau IX). 

Tableau IX : Nombre approximatif de métabolites bioactifs découverts entre 1940 et 2010 en 

fonction des microorganismes producteurs, d’après (BERDY, 2012). 

Période 
 

Microorganisme 

1940-1974 1975-2000 2001-2010 Total 

Actinomycètes : 

 Streptomycetes 

Actinomycetes rares 

3400   66,0%   
2900 
500 

7200        48,3% 
5100 
2100 

3100         34,1% 
2400 
700 

13700            47,0% 
10400 
3300 

Bactéries (autres) :  

Myxobactérie 

cyanobactérie 

800     15,5% 
25 
10 

2300        15,5% 
400 
30 

1100        12,1 % 
210 
125 

4200              14,4% 
635 
165 

Champiognons 

microscopique  

950     18,5% 5400         36,2% 4900         53,8% 11250            38,6% 

Total 5150 14900 9100 29150 

 



 
CHAPITRE II 

Les antibiotiques 

et antifongiques 
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1. Les antibiotiques produits par les actinomycètes  

Il existe plusieurs systèmes de classification des antibiotiques sur la base de différents 

critères : l’origine, la nature chimique, le mécanisme d’action et le spectre d’action. Le plus 

courant prend en compte leur mode d'action sur les agents infectieux. Un autre système 

consiste à classer les antibiotiques en fonction des souches bactériennes qu'ils détruisent 

(staphylocoques, streptocoques, etc.).  

1.1. Antibiotiques inhibant la synthèse du peptidoglycane 

De nombreux antibiotiques inhibent la synthèse du peptidoglycane, composant essentiel 

de la paroi des bactéries à Gram + et à Gram -. On distingue trois classes principales de ces 

antibiotiques : les ß-lactamines, les glycopéptides et la fosfomycine. 

La vancomycine est le premier glycopeptide isolé en 1956 à partir d'échantillon de sols 

prélevés en Inde et en Indonésie, contenant le germe Streptomyces orientalis (Nocardia 

orientalis) (MCCORMICK et al., 1956). Les glycopeptides sont des molécules complexes 

synthétisées par des espèces de Streptomyces et Actinoplanes (REYNOLDS, 1989). Ce sont 

de volumineuses molécules qui ne sont actives que sur les bactéries à coloration de Gram 

positif. Les glycopeptides sont au même titre que les β-lactames des inhibiteurs de la synthèse 

du peptidoglycane de la paroi bactérienne (JORDAN, 1961) (figure 12). 

La fosfomycine a été isolée en 1969 à partir de culture de Streptomyces fradiae et 

d’autres espèces de bactéries du genre Streptomyces (HENDLIN et al., 1969). La fosfomycine 

a un large spectre d’activité, couvrant beaucoup de bactéries pathogènes et opportunistes à 

coloration de Gram positive (Staphylococcus aureus et certaines espèces du genre 

Streptococcus) (BOGDANOVICH et al., 2005) et des bactéries à coloration de Gram négative 

comme E. coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Salmonella typhi et des espèces 

de Proteus et Enterobacter (FALAGAS et al., 2009). Elle agit en empêchant la synthèse des 

parois cellulaires par inhibition des premières étapes de la formation du peptidoglycane 

(KAHAN et al., 1974 ; SUPERTI et al., 2009) (figure 13). 
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Figure 12 : Structure de la vancomycine (RAMAKRISHNAN, 1991). 

 

 

 

Figure 13 : Structure de la fosfomycine (CHRISTENSEN et al., 1969). 

1.2.Antibiotiques inhibant la synthèse des protéines 

Différentes classes d’antibiotiques agissent au niveau du cycle des ribosomes et de la 

synthèse des protéines bactérienne, et ce, au niveau de l’une des trois étapes principales de la 

traduction : l’initiation, l’élongation et la terminaison. Les antibiotiques de cette catégorie les 

plus importants en médecine sont les aminosides, les macrolides, les tétracyclines, les 

phénicols et l’acide fusidique. La synthèse des protéines s’effectue dans le cytoplasme au 

niveau du ribosome bactérien. Il faut donc, pour toutes ces molécules, traverser le 

peptidoglycane et les diverses membranes pour arriver dans le cytoplasme et atteindre leur 

cible : le ribosome. 
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1.2.1. Macrolides, Lincosamides, Streptogramines 

Ces trois groupes d’antibiotiques (dits MLS), de structure chimique différente, sont 

apparentés par leur spectre d’activité, leur mécanisme d’action et les phénomènes de 

résistance. Les MLS inhibent les synthèses protéiques au niveau du ribosome. Ils se fixent 

tous au niveau de la sous-unité 50S (LE MINOR, 1989). 

Les macrolides représentent l’un des principaux groupes d’antibiotiques utilisés en 

thérapeutique humaine. Le chef de file de ce groupe est l’érythromycine, qui a été isolée en 

1952 de culture de Saccharopolyspora erythrea (anciennement appelée Streptomyces 

erythraeus) (LABEDA, 1987). Ce microorganisme produit au moins six types de molécules 

d’érythromycine différentes, de A à F, mais seule l’érythromycine A (figure 14) possède une 

vraie activité antimicrobienne. La plupart des macrolides sont produits par des espèces de 

Streptomyces et d’autres bactéries actinomycètes du sol, mais il existe également des 

macrolides semi-synthétiques obtenus par modification chimique des produits naturels     

(LABRO, 2002). 

 

 

Figure 14 : Structure chimique de l’érythromycine A et exemples de modifications des 

substituants pour la synthèse de dérivés (ADACHI et MORIMOTO, 2002). 

Les lincosamides sont des antibiotiques à spectre étroit. Le principal représentant 

naturel de ce groupe est la lincomycine, isolée en 1962 à partir d’un échantillon de sol prélevé 

dans la région de Lincoln, dans le Nebraska, aux États-Unis d’où son nom et la souche 
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productrice est Streptomyces lincolnensis var. lincolnensis qui a été classé comme une 

nouvelle espèce de Streptomycètes. Il existe également un dérivé semi-synthétique chloré de 

cette molécule, la clindamycine. Le spectre d'action des lincosamides recouvre les coques 

Gram (+) (sauf Streptococcus faecalis) et les bactéries anaérobies (Bacteroides fragilis, 

Clostridium sp.) (MASON et al., 1962). 

La pristinamycine est une streptogramine naturelle produite par Streptomyces 

pristinaespiralis (PREUD’HOMME et al., 1965). Les synergistines (ou streptogramines) sont 

formées de deux composés, A et B, qui agissent en synergie. La fixation du composé A 

favorise la fixation du composé B, ce qui expliquerait en partie la synergie et l’effet non plus 

bactériostatique, mais bactéricide. 

1.2.2. Les phénicolés : chloramphénicol et thiamphénicol 

Ce sont des antibiotiques potentiellement utiles en raison de leur large spectre, incluant 

les rickettsies et les Chlamydiae, et de leur bonne pénétration dans le système nerveux central, 

mais dont l’usage est actuellement limité à cause de leur toxicité médullaire. Leur action est le 

plus souvent seulement bactériostatique ; ils peuvent toutefois se révéler bactéricides sur 

Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, voire les 

salmonelles et Bordetella. Deux molécules seulement sont utilisées en clinique : le 

chloramphénicol (figure 15 (A)) originellement élaboré par Streptomyces venezuelae, est 

maintenant produit par synthèse, et son dérivé le thiamphénicol (figure 15 (B)). Comme les 

macrolides et les lincosamides, les phénicolés se fixent à la sous-unité 50S des ribosomes 

bactériens, ils inhibent la synthèse des protéines en empêchant la liaison du complexe amino-

acyl-ARNt à son site de fixation, et donc la réaction de transpeptidation (LE MINOR, 1989).                                           

      A                                                                         B                                                         

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Structure du Chloramphénicol (A) ; Structure du Thiamphénicol (B)  (KITOUNI, 

2007). 
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1.2.3. Les aminoglycosides 

Les aminosides ou aminoglycosides, plus correctement dénommés 

aminosidesaminocyclitols (AMAC), sont des antibiotiques constitués par un ou plusieurs 

cycles glycosidiques liés à un aminocyclitol. Les produits les plus anciens comme la 

streptomycine, premier agent anti-tuberculose découvert en 1943 par SELMAN WAKSMAN 

à partir de culture de Streptomyces griseus, et dont la commercialisation a débutée en 1944 

suivie par celle de la néomycine, la kanamycine, la paromomycine, la lividomycine et d’ 

autres aminoglycosides naturels jusqu’en 1967. Au-delà de cette date, les composés mis sur le 

marché comme l’amikacine sont semi-synthétiques (BUSSCHER et al., 2005). Les 

aminosides naturels sont élaborés surtout par des Streptomyces (ils prennent alors le suffixe « 

-mycine »), quelques-uns par des Micromonospora (gentamicine, sisomicine) ou par des 

Bacillus (butirosines) (LE MINOR, 1989). Les AMAC perturbent la synthèse des protéines au 

niveau de la fraction 30S du ribosome bactérien (COX et al., 1964 ; DAVIES, 1964 ; 

WRIGHT et al., 1998).  

1.2.4. Les tétracyclines 

Les tétracyclines (figure 16) constituent une vaste famille inaugurée en 1948 avec 

l’auréomycine naturellement élaborée par Streptomyces aureofaciens, un organisme du sol 

isolé par les laboratoires LEDERLE vers la fin des années 1940 (DUGGAR, 1948). Peu après, 

une autre espèce de Streptomyces productrice d’antibiotiques fut identifiée par les laboratoires 

PFIZER. Cet organisme nommé Streptomyces rimosus en raison de son apparence fissurée sur 

gélose, produisait la terramycine (FINLAY et al., 1950), une substance au spectre antibiotique 

identique à celui de l’auréomycine. Les tétracyclines sont des antibiotiques à large spectre, 

seulement bactériostatiques. Néanmoins, leur usage est aujourd'hui limité par l'émergence de 

résistances. 

 

Figure 16 : Squelette des tétracyclines (KITOUNI, 2007). 
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1.3.  Antibiotiques agissant au niveau de l’ARN polymérase 

L’ARN polymérase  est une enzyme multimérique composée de 5 sous-unités : α2ββ’ω 

qui forment le core de l’enzyme et du facteur σ. Bien que le core de l’enzyme soit 

catalytiquement actif, il est incapable d’initier la transcription sans la liaison du facteur σ 

(BURGESS, 1969). 

Le cycle transcriptionnel se décompose en trois étapes qui sont l'initiation, l'élongation 

et la terminaison. Le cycle commence avec la liaison de l’ARN polymérase au promoteur et 

se termine par le relargage du brin transcrit. 

Bien que la rifampicine et ses dérives soient les seuls inhibiteurs de l'ARN polymérase 

en usage clinique, de nombreuses molécules ont été décrites comme ciblant cette enzyme 

indispensable aux fonctions essentielles des bactéries. Les composés décrits à ce jour 

comprennent des produits naturels dont la plupart sont produits par des actinomycètes et, plus 

récemment, des molécules synthétiques. 

1.3.1. Les ansamycines 

Les ansamycines constituent une large famille de composés chimiques, ce sont des         

molécules macrocycliques isolées à partir d’une souche d'Amycolatopsis mediterranei    

(anciennement appelée Streptomyces mediterranei puis Nocardia mediterranei) (OPPOLZER, 

1964). Deux groupes de molécules sont différenciés au sein de la famille des ansamycines : 

- Les ansamycines de type naphtalène regroupent des composés montrant une activité 

antibactérienne ou antivirale, ils inhibent spécifiquement la transcription bactérienne 

(rifamycines, halomicine, streptovaricines, tolypomycines, naphtomycines, 

awamycine et ansathiazine). 

- Les ansamycines du type benzénique qui possèdent des activités antifongiques et 

antitumorales. 

 

1.3.2. La streptolydigine 

 

 La streptolydigine est un antibiotique produit par Streptomyces lydigus et isolé en 1955 

(DEBOER et al., 1955-1956 ; CRUM et al., 1955-1956 ; LEWIS, 1955-1956). Il est 

également connu sous le nom de portamycine. Cette molécule possède une activité à large 
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spectre sur les bactéries à Gram positif, mais ne peut généralement pas passer à travers les 

membranes des bactéries à Gram négatif, à l'exception de Pasteurella multocida (DEBOER et 

al., 1955-1956). Elle bloquerait les étapes d'initiation, d'élongation (SIDDHIKOL, 1969 ; 

CASSANI, 1971 ; MCCLURE, 1980 ; TUSKE et al., 2005). Par contre, elle n'agit pas sur les 

ARNp I, II et III des eucaryotes. 

 

1.3.3. La lipiarmycine 

La lipiarmycine est un antibiotique décrit pour la première fois en 1975 (CORONELLI, 

1975 ; PARENTI, 1975 ; SERGIO, 1975), aussi connu sous le nom de fidaxomicine 

(SULLIVAN, 2010).  

Cette molécule est produite par plusieurs micro-organismes : Actinoplanes 

deccanensis ATCC 21938, Micromonospora echinospora et par Dactylosporangium 

aurantiacum. 

 Il s’agit d’un antibiotique macrocyclique, légèrement acide, actif contre un large spectre 

de bactéries à Gram positif (CORONELLI, 1975), et en particulier contre les souches de 

Clostridium. Dès 1975 il a été décrit comme un inhibiteur de la transcription et, de façon 

moindre, de la réplication de l’ADN (CORONELLI, 1975 ; SERGIO, 1975). 

1.3.4. Le peptide GE23077 

GE23077 est un inhibiteur de l'ARN polymérase isolée en 2004 (CICILIATO et al., 

2004) lors d'un criblage d'agents antibactériens effectué chez des souches peu communes 

d'actinomycètes. La souche productrice a été classée comme appartenant à Actinomadura sp. 

En phase stationnaire elle produit un complexe composé de deux couples d'isomères : A1, A2 

et B1, B2. La structure de ces composés a été résolue en 2005 (MARAZZI et al., 2005). Les 

peptides GE23077 agissent sur l'initiation de la transcription et ont un mécanisme d'action 

proche de celui de la rifampicine. 

1.3.5. Les pyrrothines 

Les membres de la famille des pyrrothines ont été découverts en 1952 (CELMER et al., 

1952). Les composés les mieux caractérisés sont la thiolutine et son analogue structural 

l’holomycine. La thiolutine fait partie des douze métabolites produits par Streptomyces 

luteoreticuli. Il s’agit d’un antibiotique à large spectre capable d'inhiber la croissance des 
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bactéries, des levures, et des champignons (SENECA et al., 1952 ; JIMENEZ et al., 1973). 

Cette molécule a été classée comme inhibiteur de l’ARNp (JIMENEZ et al., 1973). 

2. Les  antifongiques  

Ces molécules peuvent être issues d’une voie naturelle, de synthèse chimique ou semi-

synthétique, ceux d’origine naturelle sont produits par les actinomycètes ou par des 

champignons, à titre d’exemple, l’Amphotéricine B qui est produite par Streptomyces nodus 

(RIPERT, 2013). 

2.1. Les antifongiques produits par les actinomycètes (les polyénes) 

Les polyénes (l’Amphotéricine B et la nystatine) sont des molécules antifongiques 

d’origine naturelle caractériser par une structure complexe avec un nombre de doubles 

liaisons conjuguées HC=CH, ce nombre permet de définir la nature du polyéne, l’exemple du 

diéne pour deux double liaisons, ou encore triéne pour trois doubles liaisons. 

2.1.1.  La nystatine 

Le plus ancien des antifongiques naturels, il a été isolé de Streptomyces noursei en 

1950, elle n’est utilisée que par voie cutanée ou orale en raison de sa toxicité par voie 

parentérale (injectable), elle est le plus souvent indiquée pour le traitement courant des 

candidoses digestives, vaginales et cutanées (MOULY et SELLIER, 2004 ; RIPERT, 2013). 

2.1.2. Amphotéricine B 

Isolée de Streptomyces nodosus en 1955, est un macrolide polyénique amphotére (avec 

7 doubles liaisons), il inhibe spécifiquement la croissance de nombreuses levures et 

moisissures et est sans action contre les bactéries. L’amphotéricine B est un puissant 

antifongique qui inhibe la plupart des espèces pathogènes. En médecine humaine, 

l’amphotéricine B est le seul polyène antifongique qui peut être administré par voie 

intraveineuse pour l’élimination des mycoses profondes. (POURRIAT et MARTIN, 2005) 

(figure 17). 
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Figure 17 : Amphotéricine B (BOUDMAGH, 2007). 

2.2.La nikkomycine  

La nikkomycine est une nouvelle classe antifongique d’origine naturelle isolée de 

Streptomyces tendae. Cet antifongique induit différents mécanismes d’action selon la 

composition du milieu de culture, il inhibe la chitine synthase (Chs) responsable de la 

formation de chitine de la paroi fongique, cependant Candida albicans se trouve être 

intrinsèquement résistante a cette molécule (FENG et al., 2014). 

KIM et al. (2002) explique ce phénomène par la présence de trois isophormes de la Chs, 

la CaChs1,  CaChs2 et la CaChs3. 

2.3.Mode d’action des polyénes 

Le spectre d’action des antifongiques polyénique est très large du fait de son mécanisme 

d’action sur la membrane fongique, ces antifongiques sont utilisés pour le traitement de 

l’ensemble des mycoses profondes. La fixation de l’Amphotéricine B sur l’ergostérol 

endommage la membrane en entrainant la formation de pores dans celle-ci, provoquant ainsi 

des lésions irréversibles et la perte des constituants cellulaire (SHEIKH et al., 2013). 

3. Mécanismes de régulation de la production d’antibiotiques chez les Actinomycètes  

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 
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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 

nutritionnels et physicochimiques et sont contrôlés par des mécanismes de régulation 

particuliers (STRUB, 2008). 

3.1. Influence des sources nutritionnelles sur la production des antibiotiques par les 

actinomycètes 

La nature et la concentration de certains composés dans le milieu de culture ont un effet 

éminent sur la production des métabolites secondaires biologiquement actifs (STRUB, 2008) 

entre autres chez les actinomycètes. 

Parmi les sources nutritionnelles, les sources de carbone, d’azote et de phosphate 

affectant fortement cette production. L’épuisement de ces sources nutritionnelles pourrait 

déclencher l’initiation de la synthèse d’antibiotiques en permettant de lever la régulation 

négative exercée par ces nutriments (MARTIN et DEMAIN, 1980). 

3.1.1. Influence des sources carbonées sur la production des antibiotiques 

Pour la plupart des microorganismes producteurs d’antibiotiques, une source de carbone 

rapidement assimilable exerce une action négative sur la biosynthèse (répression catabolique 

ou effet glucose) (LARPENT et LARPENT-GOURGAUD, 1990). 

La production spécifique de métabolites secondaires s’avère souvent meilleure sur une 

source de carbone complexe, plus difficilement métabolisable comme les polysaccharides 

(amidon, dextrines) et les oligosaccharides que sur une source de carbone rapidement 

assimilable telle que le glucose ou le glycérol (LEBRIHI et al., 1988 ; LOUNES et al., 1995), 

comme le montre le tableau X. 
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Tableau X : Effet inhibiteur de certaines sources de carbone rapidement assimilable sur la 

biosynthèse d’antibiotiques. 

Famille 

chimique 
Antibiotiques Producteurs 

Source de 

carbone ayant 

un effet négatif 

sur la 

production des 

antibiotiques 

Références 

Béta- lactamine Céphamycine C 

Streptomyces 

lactamadurans, 

Streptomyces 

clavuligerus 

Glucose 

 

Glycérol 

CORTES et al., 

1986 

LEBRIHI et al., 

1988 

Aminoglycosides Gentamycine 
Micromonospora 

purpurea 

Glucose, 

Xylose 

ESCALANTE 

et al., 1992 

Macrolides Spiramycine 
Streptomyces 

ambofaciens 
Glycérol 

LOUNES et al., 

1995 

Anthracycline Rétamycine 
Streptomyces 

lindensis 
Glycérol 

INOUE et al., 

2007 

3.1.2. Influence des sources de phosphate sur la production des antibiotiques 

Si la croissance des micro-organismes réclame des concentrations en phosphate variant 

de 0,3 à 300 M, la synthèse de très nombreux métabolites secondaires est inhibée par des 

concentrations trop élevées (LARPENT et LARPENT-GOURGAUD, 1990). 

Le phosphate inorganique inhibe la synthèse des antibiotiques, chez les actinomycètes. 

Non seulement le phosphate affecte le niveau de production des antibiotiques et les vitesses 

de formation, mais il peut aussi retarder le délai d’initiation de la synthèse des métabolites 

secondaires (GERSH et al., 1978 ; DEKLEVA et al., 1985). 

3.1.3.  Influence des sources azotées sur la production des antibiotiques 

La forme sous laquelle l’azote est apporté aux cultures influe sur les rendements. Les 

ions ammonium exercent un effet négatif sur la production d’antibiotiques chez les 
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actinomycètes, cela se traduit par un effet de la concentration d’un substrat naturel approprié 

ou sous forme d’acides aminés lentement métabolisés (tableau XI). 

Tableau XI : Production d’antibiotiques chez les actinomycètes favorisée par les acides 

aminés. 

Famille 

chimique 
Antibiotiques Producteurs Acides aminés Références 

Aminoglycosides Streptomycine 
Streptomyces 

griseus 
Proline 

DULANEY, 

1948 

Béta-lactamines Céphamycine 
Streptomyces 

clavuligerus 

Asparagine / 

Glutamine 

BRANA et al., 

1985 

Phénicolés Chloramphénicol 
Streptomyces 

venezuelae 
Proline 

SHAPIRO et 

VINING, 1985 

Macrolides Spiramycine 
Streptomyces 

ambofaciens 
Valine 

UNTRAU et al., 

1994 

 

3.2. Effet du pH, de la température et du temps d’incubation 

Les conditions de culture comme le pH, la température et le temps d’incubation 

affectent énormément la production des métabolites secondaires (SMAOUI, 2010). 

Depuis longtemps, l’influence du pH a été démontrée sur la production de plusieurs 

métabolites organiques du métabolisme secondaire. Chez Streptomyces aureofaciens, le 

changement de pH pendant le procédé de fermentation peut induire des modifications de 

l’équilibre entre la production du chlorotétracycline et de la tétracycline dans le milieu de 

culture ; un pH acide favorise la production de chlorotétracycline et un pH basique favorise la 

sécrétion de tétracycline (ASANZA-TERNUEL et al., 1977). 

Concernant la température, la souche Streptomyces BT-408 possède une gamme assez 

large de température de croissance, entre 20 et 40 °C avec un optimum à 30 °C. La gamme 

correspondante pour la production de l’antibiotique polykétide est variable d’une espèce à une 

autre. En effet, pour la souche de Streptomyces TN 58, la production de biomolécules 

commence après 60 heures d’incubation pour atteindre un maximum après 72 heures. Elle 

reste stable jusqu’à 80 heures puis elle décroit progressivement pour disparaitre à partir de 

120 heures (MELLOULI et al., 2004).                               



 
 

CHAPITRE III 
RÉSISTANCE 

bactérienne aux 

antibiotiques 
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1. Généralités sur les antibiotiques 

En 1942, WALKSMAN définit les antibiotiques comme « des substances chimiques 

naturelles produites par des micro-organismes qui ont le pouvoir d’inhiber d’autre micro-

organisme ». 

Le mot antibiotique est aujourd’hui employé dans un sens plus large incluant, en outre, 

toute substance synthétique ou semi-synthétique dotée de cette propriété. (SINGLETON, 

2005). 

On distingue les activités bactériostatiques, qui inhibent la croissance microbienne, et 

les activités bactéricides, qui tuent. Souvent un même antibiotique peut exercer l’un ou l’autre 

de ces effets, en fonction de sa concentration, de la taille de l’inoculum bactérien, de l’état du 

milieu (solide ou liquide) et de son pH (PRESCOT et al., 1993 ; MOUTON et al., 2000). 

La figure suivante résume quelques origines et propagations de la résistance aux 

antibiotiques. 

 

Figure 18 : Vue simplifiée de l’épidémiologie des résistances aux antibiotiques, d’après 

BOERLIN et WHITE (2006). 

2. Définition de la résistance 

Un micro-organisme est considéré résistant lorsque sa concentration minimale 

inhibitrice CMI est plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres 

souches de la même espèce (TORTORA et al., 2011). 
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Cette définition bactériologique de la résistance doit être complétée par deux autres :  

une clinique qui associe la notion de succès et d’échec clinique (qui échappe au traitement). 

L’autre génétique correspond à la présence de gènes de résistance au sein de la bactérie, 

détectée par des techniques biophysiques et/ou génétiques (SINGLETON, 1999 ; PRESCOTT 

et al., 2010 ; TORTORA et al., 2011). 

Parfois, la résistance à un antibiotique confère de la résistance à un autre antibiotique, et 

c’est ce que l’on appelle la résistance croisée. Les bactéries sont dites multirésistantes 

lorsqu’à la suite d’une accumulation de résistances naturelles et acquises, elles ne sont 

sensibles qu’à un petit nombre d’antibiotiques (TORTORA et al., 2011). 

3. Bases génétiques de la résistance 

La résistance bactérienne à un antibiotique est d’origine génétique. Les gènes de 

résistance se trouvent soit dans le chromosome, soit dans un élément mobile, comme les 

plasmides, les éléments transposables ou les intégrons. La résistance peut-être soit naturelle 

ou acquise (TORTORA et al., 2011). 

3.1.Résistance naturelle 

On parle de résistance naturelle lorsque toutes les souches d’une même espèce sont 

résistantes à un antibiotique. L’expression d’un caractère inné, partagé par l’ensemble de la 

communauté bactérienne, rend inappropriée l’utilisation de certains antibiotiques (JIHANI, 

2013). 

Des particularités structurales de la paroi cellulaire, empêchant les antibiotiques 

d’accéder à leur cible, où l’absence de cible est autant de facteurs, qui conditionnent la 

résistance naturelle, c’est l’exemple des bactéries du genre Mycoplasma. Dépourvus de cet 

élément constitutif, les mycoplasmes présentent une résistance intrinsèque aux β-lactames, 

dont le mode d’action consiste en une inhibition de la synthèse du peptidoglycane 

(PRESCOTT et al., 2010 ; TORTORA et al., 2011). 

D’après TORTORA et al. (2011), la résistance bactérienne naturelle est permanente et 

d’origine chromosomique. Elle est stable, transmise à la descendance (transmission verticale), 

mais elle n’est généralement pas transférable d’une bactérie à l’autre (transmission 

horizontale). Elle constitue aussi un critère d’identification. 
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3.2.Résistance acquise 

La résistance acquise survient lorsque, seules, quelques souches d’une même espèce, 

normalement sensibles à un antibiotique, deviennent résistantes. Cette résistance peut être 

acquise par mutation spontanée ou par transfert de gènes. La résistance due à une mutation se 

transmet seulement verticalement et non horizontalement (NAUCIEL et VILDE, 2005 ; 

JIHANI, 2013). 

 

Une mutation n’affecte qu’un caractère et la résistance ne concerne généralement qu’un 

antibiotique ou qu’une famille d’antibiotiques ayant le même mécanisme d’action. Ces 

derniers ne sont pas des agents mutagènes, mais ils contribuent à sélectionner, de manière 

spontanée, des mutants résistants au sein d’une population bactérienne. La cause principale de 

l’évolution et de l’extension des résistances aux antibiotiques est leur prescription à grande 

échelle en thérapeutique humaine. L’utilisation d’antibiotiques, nécessitant de longues 

périodes de traitement ou à large spectre d’action, est aussi un facteur de risque pour la 

propagation des résistances (MADIGAN et MARTINKO, 2007 ; TORTOTA et al., 2011). 

- Transfert de gènes 

La résistance bactérienne par acquisition d’information génétique exogène représente la 

majorité des cas isolés en clinique et s’observe aussi bien chez les bactéries Gram positif que 

Gram négatif. Elle peut se faire soit par échange direct de matériel chromosomique, soit par 

échange d’éléments mobiles tels que les plasmides et les transposons qui se transmettent 

verticalement ou horizontalement par transduction, conjugaison ou transformation (MADIGAN 

et MARTINKO, 2007) (figure 19). 

La dissémination des gènes de résistance aux antibiotiques peut s’effectuer au sein 

d’une même espèce, mais aussi d’une espèce bactérienne à l’autre. Ainsi, les souches de 

Staphylococcus aureus résistantes à la vancomycine (SARV) auraient acquis ce caractère 

suite au transfert plasmidique, réalisé par conjugaison avec Enterococcus faecalis. 
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Figure 19 : Voies d’acquisition de résistance aux antibiotiques (ALEKSHUN et LEVY, 2007). 

4. Mécanismes de résistance 

4.1.Mutation de la cible de l’antibiotique  

Chaque antibiotique agit en se fixant sur une cible précise dans la cellule : paroi, 

ribosome ou enzyme. La présence d’une modification consécutive à une mutation modifie le 

site de fixation et empêche ainsi la liaison de l’antibiotique. C’est un des mécanismes de 

résistance à la streptomycine, l’un des premiers antibiotiques utilisés pour traiter la 

tuberculose (GAUDY et BUXERAUD, 2005). 

4.2.Modification de la cible de l’antibiotique  

Une enzyme spécifique effectue une modification chimique covalente de la cible, par 

exemple une méthylation, ce qui inhibe la fixation de l’antibiotique, comme dans le cas 

précédent, mais sans qu’il est altération du génome. Ce type de mécanisme est rencontré dans 

la résistance aux macrolides, où il existe une méthylase qui confère la résistance en modifiant 

l’ARN ribosomique au niveau du site de liaison de l’antibiotique (GAUDY et BUXERAUD, 

2005). 
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4.3.Surexpression de la cible de l’antibiotique 

En produisant d’avantage la macromolécule ciblée, la bactérie arrive à maintenir 

suffisamment d’activité biologique pour se développer, malgré la présence de l’antibiotique 

(LOZNIEWSKI et RABAUD, 2010). 

4.4.Modification de l’antibiotique  

De nombreuses souches résistantes fabriquent une enzyme qui modifie ou qui clive la 

molécule d’antibiotique, la rendant inactive. C’est le mécanisme principal de résistance aux β-

lactamines (famille de la pénicilline et des céphalosporines) qui implique les enzymes de la 

famille des β-lactamases (CARLE, 2009). 

4.5.Réduction de la perméabilité membranaire 

La bactérie « ferme » les pores par lesquels l’antibiotique pénètre dans la cellule. Ces 

pores sont normalement constitués de protéines qui forment des canaux et que l’on appelle 

des porines. Les bactéries résistantes réduisent leur nombre (TENOVER, 2006). 

4.6.Résistance par efflux  

Les bactéries sont capables d’éliminer les antibiotiques par transport actif hors de la 

cellule. Ce mécanisme à un rôle clé dans la physiologie bactérienne par la préservation de 

l’équilibre physicochimique du milieu intracellulaire, en s’opposant à l’accumulation de 

substances toxiques. C’est l’un des principaux mécanismes de résistance de Pseudomonas 

aeruginosa, pathogène opportuniste responsable de nombreuses infections nosocomiales 

(TENOVER, 2006). 
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Figure 20 : différents mécanismes de résistance aux antibiotiques dans une bactérie Gram 

négative. 1 : inactivation enzymatique de l’antibiotique, 2 : modification de la cible de 

l’antibiotique, 3 : efflux actif de l’antibiotique, 4 : perméabilité réduite, 5 : protection de la cible 

de l’antibiotique, 6 : piégeage de l’antibiotique (GUARDABASSI et COURVALIN, 2006). 

5. Recherche de nouvelles molécules antibiotiques 

Pour pallier aux problèmes de la résistance microbienne aux antibiotiques actuels et des 

risques d’épidémies, il faut trouver de nouvelles molécules, qui agissent différemment, 

efficaces, et qui ne sont donc pas sensibles aux mécanismes de résistance existant, car les 

molécules en essai clinique aujourd’hui sont pour la plupart des dérivés des classes chimiques 

pour lesquelles il y a déjà des mécanismes de résistance. Or, bien que cette méthode soit 

historiquement la méthode de choix, les modifications structurales apportées à la molécule ne 

changent pas de façon significative ses interactions avec sa cible (PAYNE et al., 2007).  
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Partie I : Matériel  

1. Souches d’actinomycètes 

Trois souches d’actinomycètes ont été utilisées pour l’extraction des molécules 

bioactives. Il s’agit des souches  S1 (R1), S2 (R2’) et S3 (R15’) aimablement fournies par Mr 

OUELHADJ, préalablement isolées par BENYAOU A. (2015) à Ain El Hammam, Wilaya de 

Tizi-Ouzou. Un repiquage sur milieu Bennett qui s’est avéré être le plus favorable au 

développement des actinomycètes a été effectué pour revivifier les souches.  

2. Matériel de laboratoire 

Tableau XII : Produits chimiques et milieux de culture utilisés. 

 

Solvants 
 

 Source Utilisation 

Acétate d’éthyle 
BiochemChemopharma 

France 
Extraction des 

produits actifs à 

partir du surnageant Chloroforme 
Sigma Aldrich 

Allemagne 

Méthanol 
Sigma Aldrich 

Allemagne 

Extraction des 

produits actifs à 

partir du culot 

Sels 
Chlorure de Sodium 

(NaCl) 
FlukaAnalytical 

Allemagne 
Préparation de l’eau 

physiologique 

 

 

 

 

Milieux de 

culture 

Milieu Mueller- 

Hinton (MH) 

CondaPronadisa 

Espagne 

Repiquage des 

souches 

bactériennes et les 

différents tests 

Milieu Sabouraud 
 

Institut Pasteur 

Algérie 

Repiquage des 

souches 

fongiques et les 

différents criblages 

Milieu Bennett 

(gélosé et liquide) 

Laboratoire de 

microbiologie 

de l’UMMTO 

Culture des souches 

d’actinomycètes 

Hydrolyse de 

l’amidon, caséine 

(gélosé et liquide) 

Laboratoire de 

microbiologie 

de l’UMMTO 

Etude physiologique 

des actinomycètes 

                            Voir annexe 1 pour la préparation des milieux de culture utilisés. 
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3. Appareillage 

-     Spectrophotomètre: Vis-7220G. Biotech Engineering. Management CO.LTD (UK). 

- Etuve : BINDER. Allemagne. 

- Balance de précision : KERN 770. Allemagne. 

- Centrifugeuse : Hettich Universal / K2S. Allemagne. 

- Autoclave : WEBECO. Allemagne. 

- Bain Marie : MEMMERT. Allemagne. 

- Agitateur à barreau magnétique chauffant : GERHARDT. Allemagne. 

 

4. Choix des microorganismes cibles 

Les souches bactériennes utilisées sont des espèces Gram négatif et Gram positif, dont la 

plupart sont résistantes aux antibiotiques. Deux des souches bactériennes utilisées sont des 

souches de référence obtenues de l’American Type Culture Collection (ATCC). Une coloration 

de Gram est employée pour vérifier la pureté des souches. Les souches fongiques utilisées sont 

des espèces pathogènes responsables de mycoses chez l’homme.  

Tableau XIII: Les souches microbiennes utilisées. 

 

Souches 

bactériennes 

Escherichia coli 

(ATCC25922) 
Gram négatif Laboratoire de 

microbiologie 

de l’UMMTO 
Staphylococcus aureus 

(ATCC43300) 
Gram positif 

Pseudomonas aeruginosa Gram négatif 
Laboratoire de 

microbiologie du CHU 

de Tizi-Ouzou 

Escherichia coli Gram négatif 

Staphylococcus aureus Gram positif 

Klebsiella pneumoniae Gram négatif 

Souches 

fongiques 

Candida albicans Levure Laboratoire de 

microbiologie 

de l’UMMTO 
Aspergillus niger Moisissure 
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5. Les antibiotiques et antifongiques utilisés 

Tableau XIV : Les antibiotiques et l’antifongique utilisés. 

 

Antibiotiques 

Nom Abréviation Dose Compagnie 

Amoxycilline AMX- AX- AM 25μg/disque Bioanalyse 

Inde Oxytétracycline O 30 μg/disque 

 

Antifongique 

Amphotéricine B 

Fungizone® 
/ 10% 

Haupt Pharma 

Allemagne 

 

 

Partie II : Méthodes 

1. Caractérisation partielle des souches d’actinomycètes 

1.1.Critères morphologiques 

1.1.1. Macromorphologie 

Les critères sont d’ordre macroscopique ; il s’agit de : la forme générale des colonies, leur 

taille, leur consistance,  la couleur du mycélium végétatif et du mycélium aérien, la diffusion 

ou non de pigments dans le milieu, la couleur des pigments diffusables. 

1.1.2. Micromorphologie 

Elle est observée sur le milieu Bennett,  à l'aide d'un microscope optique, en utilisant les 

grossissements (10x10) et (10x40). Elle consiste en premier lieu à voir les structures en place 

et la sporulation caractéristique des souches étudiées, ainsi que la fragmentation ou non du 

mycélium du substrat. Puis à faire une coloration de Gram. 

1.2.Coloration de Gram 

Mettre une goutte d’eau distillée stérile sur une lame, puis déposé une colonie  sur la 

goutte d’eau, bien étalé, ensuite fixé à la chaleur ; le frottis  est coloré pendant une minute au 

violet de Gentiane ; il est ensuite  traité pendant 45 seconde (x2) par une solution de Lugol. On 

soumet alors le frottis coloré à une étape de décoloration en le traitant avec l’éthanol 95% 

pendant 30 seconde ; l’effet de l’alcool est stoppé par lavage a l’eau du robinet. À ce stade les 

cellules Gram- seront incolores, les cellules Gram+ violettes. On soumet ensuite le frottis à une 

contre coloration pendant une minute à la fushine pour colorer les cellules Gram-. Après un 

rinçage à l’eau du robinet, on sèche le frottis au-dessus de la flamme du bec Bunsen et on 

l’examine au G x 1000. 
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Avec cette coloration double, les bactéries « Gram positif » apparaissent en violet foncé 

tandis que les bactéries « Gram négatif » sont colorées en rose ou en rouge (DELARRAS, 

2007). 

1.3.Critères biochimiques  

1.3.1. 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 versés 

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

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

1.3.2. Recherche de l’oxydase 

Quelques millilitres de la souche préalablement mise en suspension sont versés dans un 

tube à essai auquel 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. 

1.3.3. Recherche de la catalase 

  Cette enzyme permet la dégradation du H2O2 qui résulte de l’oxydation par l’oxygène 

de l’air : 

 

H2O2         
catalase            H2O+ ½O2 

 

  Cette réaction est expérimentalement démontrée par contact de la culture avec une 

solution de H2O2 : une goutte d’eau oxygénée est placée sur une lame en présence d’un 

échantillon de culture. Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulle 

traduit la décomposition de dioxygène: le test catalase est positif et s’il n’y a pas de bulles: le 

test catalase est négatif (DELARRAS, 2007). 

1.3.4. Recherche de la Nitrate Réductase 

La respiration des bactéries ne s’effectue pas exclusivement sur l’oxygène. Les nitrates 

peuvent servir d’accepteurs d’électrons pour former des nitrites (Stade 1). Parfois la réduction 

peut-être poursuit jusqu’au stade diazote (Stade 2) selon le schéma réactionnel suivant : 



Matériel et méthodes 

49 
 

  

Stade 1 : NO3
-    Nitrate réductase        NO2 

Nitrate                       Nitrite 

Stade 2 : NO2     
Nitrite réductase      N2 

Nitrite                       Diazote 

L’utilisation des nitrates comme accepteurs d’électron nécessite la présence d’une 

enzyme localisée dans la membrane plasmique de la bactérie : la Nitrate Réductase. Elle est 

mise en évidence par la présence de nitrites ou l’absence de nitrite après incubation de la 

bactérie sur un milieu nitraté. 

Des tubes contenants le bouillon nutritif de nitrates de potassium sont ensemencés, puis 

incubés à 28°C. Au bout de 7 jours d’incubation, 3 gouttes des réactifs NRI et NRII sont 

respectivement ajoutées au milieu (MARCHAL et BOURDON, 1991). 

En cas de réaction positive: les nitrites réagissent avec les réactifs en donnant une coloration 

rouge. La bactérie possède donc une nitrate réductase qui effectue la réaction jusqu’au stade 1. 

La bactérie sera classée donc NR+. 

En cas de réaction négative: absences de nitrites       on rajoute de la poudre de zinc ayant pour 

effet de réduire les nitrates en nitrites, deux cas de figure se présentent alors : 

 Coloration rouge: le zinc réduit les nitrates en nitrites, les réactifs ajoutés précédemment 

régissent donc avec ces nitrites et donnent une coloration rouge ; la bactérie ne possède 

donc pas de nitrate réductase ; 

 Absence de coloration : les nitrates ont été transformés par la bactérie en nitrites puis la 

dénitrification a permis l’obtention de diazote. La réaction est fortement positive (2eme 

stade). La bactérie la nitrate réductase. 

 

 

 

1.3.5. Etude de la fermentation des sucres (Glucose,  Lactose, Saccharose) et 

recherche du caractère H2S à l’aide du milieu d’identification TSI 

La gélose TSI (Triple Sugar Iron) permet l’identification des bactéries par la mise en évidence 

rapide de la fermentation du lactose, du glucose (avec ou sans production de gaz), du saccharose et 

de la production de sulfure d’hydrogène H2S. Ce milieu est constitué d’un culot et d’une pente. Des 
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tubes contenant le milieu TSI sont ensemencés en piqure centrale et sur la surface inclinée, puis 

incubés pendant 7 jours à 28°C (MARCHAL et BOURDON, 1991).les résultats se manifestent 

comme suit : 

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

rouge de phénol (indicateur de ph) ; 

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

concentration de ce sucre est de l’ordre de 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 à la coloration rouge ou bien une 

réalcalinisation plus prononcée; par contre, la réaction acide (couleur jaune) est 

maintenue en profondeur dans le culot du tube ;  

 Les germes qui fermentent le lactose et/ou 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 due à la réduction du thiosulfate en présence 

de citrate ferrique ; 

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

se traduit soit par l’apparition de bulles ou bien par la fragmentation de la gélose. 

  

1.3.6. 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 seul source de carbone et d’énergie. 

La pente du milieu de citrate de Simmons est ensemencée selon une strie longitudinale 

au moyen d’une pipette Pasteur stérile avec un inoculum de la souche. L’incubation s’effectue 

à 28°C pendant 7 jours (MARCHAL et BOURDON, 1991). 

Les bactéries capables d’utiliser le citrate de sodium (acide citrique) comme seule source 

de carbone pourront se développer sur ce milieu. La fermentation du citrate de sodium qui est 

un triacide sera transformé en diacide, entrainant ainsi 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). 
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1.3.7. Caractère mannitol mobilité   

Le milieu Mannitol Mobilité est un milieu faiblement gélosé permettent de tester 

simultanément la mobilité et l’utilisation du mannitol (GUIRAUD, 1998) : 

 La fermentation du mannitol conduit à la formation de fructose qui est lui-même 

dégradé en acides à courtes chaînes induisant ainsi une acidification du milieu dont la 

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

phénol) ; 

 La mobilité se traduit par l’envahissement du milieu à partir de la piqûre d’inoculation. 

 

1.3.8. Détermination de la voie d’attaque des glucides 

Le Milieu pour l’Etude de la Voie d’Attaque des Glucides (MEVAG) : il s’agit d’une 

gélose semi-solide généralement composée de glucose et de rouge de phénol en guise 

d’indicateur de 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 des respirations, le glucide est oxydé en CO2, par le dioxygène (ou un autre oxydant 

minéral) ; 

 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 deux 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 à 28°C pendant 7 

jours, on aura 3 lectures possibles : 

 Virage au jaune dans les deux tubes        Métabolisme fermentaire ; 

 Virage au jaune du tube non recouvert de vaseline       Métabolisme oxydatif ; 

 Pas de virage de couleur au niveau des deux tubes       Bactérie inactive vis-à-vis des du 

sucre. 
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1.3.9. Caractères Rouge de Méthyle et Voges Proskauer 

Les caractères RM (Rouge de Méthyle) et VP (Voges Proskauer) sont étudiés dans le 

milieu Clark et Lub ; ce dernier permet l’identification de la voie de fermentation des 

microorganismes. Il existe plusieurs voies fermentaires dont la voie des acides mixtes et la voie 

du butyléne glycol : 

 La réaction RM consiste à mettre en évidence, par une réaction colorée, les bactéries 

produisant des acides organiques (acide formique, acétique, lactique, butyrique, 

succinique, malique, oxalique, etc.) par la voie des acides mixtes. Dans le cas d’une 

réaction positive, le milieu vire au rouge par acidification, soit fermentation des acides 

mixtes. A l’inverse, la coloration jaune montre un milieu peu acide ou réalcalinisé, soit 

une absence de fermentation des acides mixtes. 

 La réaction VP consiste à mettre en évidence, par une réaction colorée, les bactéries 

produisant butandiol et l’acétoîne par la voie du butyléne glycol (fermentation 

butanediolique). La production d’acétoîne est mise en évidence par l’ajout de soude IN 

(VPI) et de α-naphtol (VPII) ce qui provoque un virage du milieu vers la couleur rose. 

La souche préalablement mise en suspension est ensemencée sur le milieu Clarck et Lub, 

puis incubée à 28°C pendant 7 jours. Le milieu est ensuite réparti sur deux tubes, l’un pour la 

réaction RM et l’autre pour VP :  

- Réaction RM: ajout de deux 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 : ajout de trois gouttes d’ α-naphtol et trois gouttes de solution de soude. 

Laisser le tube ouvert et le maintenir en position inclinée afin de maximiser la surface 

du liquide en contacte avec l’oxygène. Laisser agir environ 10 minutes. 

 

1.3.10. Recherche de la production d’indole 

Le milieu EPE (eau peptonée exempte d’indole) est ensemencé de quelques gouttes de la 

souche préalablement mise en suspension. La lecture est effectuée après 7 jours d’incubation à 

28°C. L’indole est mis en évidence par l’addition du réactif de Kovacs ; la réaction forme un 

composé coloré intense, ce dernier se concentre à la surface du tube forment une sorte d’anneau 

(MARCHAL et BOURDON, 1991).  

 



Matériel et méthodes 

53 
 

1.4.Hydrolyse de l’amidon 

Ce test est réalisé en cultivant les souches d’actinomycètes sur milieu Bennett gélosé 

contenant 1 % d’amidon soluble et 0,5 % de glucose selon la méthode de GORDON 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, les zones contenant de l’amidon se colorent en brun. 

1.5.Hydrolyse de la caséine 

Les souches sont ensemencées sur un milieu gélosé contenant 1 % de lait écrémé puis 

incubé à 28°C pendant 14 jours. L’apparition d’une auréole claire autour des colonies témoigne 

de la dégradation de la caséine (STANECK et ROBERTS, 1974 ; GERALDINE et al., 1981). 

1.6.Action sur le lait écrémé  

Des tubes contenant une solution de lait écrémé en poudre à 10 % sont ensemencés et 

incubés à 28°C. Après 14 jours d’incubation, une observation permet de noter la coagulation 

ou la peptonisation du lait provoquée par les souches d’actinomycètes. (WILLIAMS et CROSS, 

1971).  

2. Evaluation de l’activité antimicrobienne 

2.1.Repiquage des espèces microbiennes  

Afin d’avoir des cultures jeunes, les différentes espèces bactériennes ont été repiquées 

par la méthode des stries, puis incubées à 37°C/24h pour obtenir des colonies isolées qui vont 

servir à la préparation de l’inoculum. Les souches fongiques ont été repiquées de la même 

manière, l’incubation est faite à 28°C/72h. 

2.2.Standardisation des souches 

2.2.1. Standardisation des souches d’actinomycètes 

Des suspensions de spores des trois souches d’actinomycètes sont préparées dans de l’eau 

physiologique stérile. Leur opacité doit être équivalente à une densité optique (DO) de 0,08 à 

0,1 lue à une longueur d’onde de 625 nm, qui correspond à une concentration de 106
 à 107

 

UFC/ml.  
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2.2.2. Standardisation de l’inoculum des bactéries cibles 

La méthode utilisée est celle de la mesure de la densité optique (DO), à l’aide d’un 

Spectrophotomètre, d’une suspension bactérienne. La DO doit être compris entre 0,08 et 0,1 

mesurée à une longueur d’onde de 625 nm, qui correspond à une concentration de 106
 à 107

 

UFC/ml. Cette étape est effectuée avant chaque test. 

2.2.3. Standardisation de l’inoculum des souches fongiques  

La méthode utilisée est celle du dénombrement sur cellule de Malassez. La charge de 

l’inoculum utilisé est d’environ 107 UFC/ml (MATAN et MATAN, 2008). Cette opération est 

répétée avant chaque test effectué. 

- Comptage des cellules par la cellule de Malassez :  

 

La cellule de Malassez est un hématimètre qui permet de compter le nombre de cellules en 

suspension dans une solution. Il s’agit d’une lame de verre sur laquelle un quadrillage a été 

gravé de 25 rectangles contenant eux-mêmes 20 petits carrés, 25 claires et 50 divisés (lignes 

horizontales), pour un total de 100 rectangles. Le quadrillage total de la cellule a un volume de 

1 µl. 

 

Figure 21 : Quadrillage de la cellule de Malassez (MATAN et MATAN, 2008). 

Principe de comptage : 

- On compte le nombre de cellules N sur 10 petits rectangles (sur 2 diagonales) ; 

- On compte le nombre de cellules n sur 1 rectangle N/10 ; 

- Le volume de petit rectangle est de 0,01 µl ; 

https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9matim%C3%A8tre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_(biologie)
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- On calcule le nombre de cellules sur toute la cellule (100 rectangles ou le grand 

rectangle) soit un volume total de 1 µl (0,01 µl x 100) puis on rapporte au ml de la 

suspension. 

Nombre de cellules /ml = n x 100 x 103 = n x 105 (tenir compte du facteur de dilution). 

2.3.Recherche de l’activité antimicrobienne par la technique des cylindres d’agar 

2.3.1. Mise en évidence de l’activité antibactérienne 

 Les trois souches d’actinomycètes ont été testées par la méthode des cylindres d’agar 

(BASTIDE et al., 1986), vis-à-vis de tous les germes cibles. Ce test consiste à ensemencer par 

inondation (250 µl) les trois souches d’actinomycètes standardisées (DO= 0,08 à 0,1 qui 

correspond à 106-107 UFC/ml) sur le milieu Bennett et incubées à 28°C pendant 7 jours. Des 

cylindres de 6 mm de diamètre sont découpés à l’aide d’un emporte-pièce, puis déposés sur des 

boites de Pétri contenant le milieu Müller Hinton préalablement ensemencées (100 µl) avec les 

différentes bactéries cibles (nombre de répétition est de deux). Les boites sont incubées à 

37°C/24h après un passage de 2 h à 4°C pour permettre une bonne diffusion des molécules dans 

le milieu. Les diamètres d’inhibition sont mesurés à l’aide d’une règle. 

2.3.2. Mise en évidence de l’activité antifongique  

Les trois souches d’actinomycètes ont été testées via la méthode des cylindres d’agar 

(BASTIDE et al., 1986). Les trois souches d’actinomycètes sont standardisées (DO= 0,08 à 0,1 

qui correspond à 106-107 UFC/ml), ensemencées sur le milieu Bennett (250 µl) et incubées à 

28°C pendant 3 jours. Des cylindres de 6 mm de diamètre sont découpés à l’aide d’un emporte-

pièce, puis déposés sur des boites de Pétri contenant le milieu Sabouraud  préalablement 

ensemencées avec les différentes souches fongiques tests (nombre de répétition est de deux). 

Les boites sont incubées à 28°C/72h après un passage de 2 h à 4°C pour permettre une bonne 

diffusion des molécules dans le milieu. Les diamètres d’inhibition sont mesurés à l’aide d’une 

règle.  

3. Extraction des substances bioactives avec des solvants organiques 

3.1.Culture en milieu liquide  

50 ml du milieu Bennett liquide sont préparés dans des Erlenmeyers de 50 ml de volume, 

une colonie de chaque souche d’actinomycètes est ensemencée dans chaque Erlenmeyer. Les 

précultures sont incubées dans une étuve à 28°C et agitées en alternance avec un agitateur 
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magnétique pendant 72 heures. Chaque préculture est entièrement versée dans un autre 

Erlenmeyer de 500 ml contenant 300 ml de milieu Bennett liquide. Ces nouvelles cultures sont, 

également, incubées à 28°C et agitées en alternance pendant 7 jours (BOUDEMAGH, 2007). 

3.2.Extraction à partir du culot 

Après 7 jours d’incubation, les cultures sont centrifugées à 5000 g pendant 15 min, le 

mycélium présent dans le culot est lavé deux fois avec de l’eau distillée stérile. Le volume du 

culot est traité pendant 12 heures environ sous agitation alternée à température ambiante, avec 

cinq volumes de méthanol. Après agitation, la solution obtenue est centrifugée à 5000 g pendant 

5 min. Ces extraits méthanoliques sont concentrés par évaporation sous la hotte à une 

température ambiante jusqu’à obtention de 1/4 du volume initiale (figure 22). 

3.3.Extraction à partir du surnageant  

Différents 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 : l’acétate d’éthyle et le chloroforme. La quantité de 

surnageant obtenue pour chaque culture est divisée en deux. Le volume du solvant ajouté est le 

même que celui de la fraction du surnageant. 

 

Après séparation des phases dans des ampoules à décanter, les phases organiques 

obtenues pour chaque souche ont été concentrées par évaporation sous une hotte à température 

ambiante, jusqu’à obtention de 1/4 du volume initiale (figure 23).   
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Figure 22 : Protocole d’extraction des molécules bioactives à partir du culot 

(BOUDEMAGH, 2007). 
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Figure 23 : Protocole d’extraction des molécules bioactives à partir du surnageant 

(BOUDEMAGH, 2007). 

4. Mise en évidence de l’activité antimicrobienne des extraits (technique des disques 

en papier) 

L’activité antimicrobienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion sur 

gélose décrite par OUELHADJ et al. (2014). Des disques en papier Wathman de (6 mm de 

Pré-cultures (50 ml) 

Culture (350 ml) 

Culot Surnageant 

Phase aqueuse    Phase organique                                

Extrait  
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diamètre) sont imprégnés avec 15 μl de chaque extrait. Ces disques sont séchés à température 

ambiante, ensuite déposés à la surface du milieu Müller Hinton, préalablement, ensemencés 

(100 μl de l’inoculum standardisé) par les bactéries tests et étalés avec un râteau. D’autres 

disques sont déposés à la surface du milieu Sabouraud, préalablement, ensemencé (100 μl de 

l’inoculum standardisé) par les souches fongiques tests et étalé avec un râteau.  

Les boîtes sont préalablement incubées à 4°C pendant 2 heures, pour une bonne diffusion 

des substances puis incubées à 28°C pour les souches fongiques et à 37°C  pour les bactéries. 

Les diamètres d’inhibition sont mesurés après 24 heures d’incubation pour les bactéries et après 

3 jours pour les mycètes (LEMRISS et al., 2003). 

D’après MOREIRA et al. (2005), la sensibilité des bactéries cibles envers les différents 

composés est classée selon les diamètres des halos d’inhibition : Ø < 8 mm : bactérie non 

sensible ; 9 < Ø < 14 mm : bactérie sensible ; 15 < Ø < 19 mm : bactérie très sensible et Ø > 

20 mm : bactérie extrêmement sensible. 

5. Etude de la stabilité des extraits 

Après extraction des fractions actives, leur stabilité a été étudiée en fonction de certains 

critères physicochimiques (pH et température). Après chaque test, l’activité est testée par la 

méthode des disques en papier sur les germes cibles ayant montrés une sensibilité. 

5.1.Effet du pH 

Des fractions des extraits sont ajustées à des pH  de 3, 7 et 11, ensuite testées par la 

méthode des disques en papier (BADJI et al., 2006). 

5.2.Effet de la température 

D’autres fractions des extraits ont subi un traitement thermique : 4°C pendant 3 jours. 

Elles sont testées par la méthode des disques en papier (BADJI et al., 2006). 

6. Analyse statistique 

L’analyse statistique a été réalisée par le logiciel STATISTICA version 7.1 en utilisant le 

test de l’analyse de la variance (ANOVA) à un facteur. Ce test nous permet de vérifier si les 

échantillons sont issus de la même population ou présentent des différences significatives. 
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1. Etude morphologiques, physiologiques et biochimiques des trois souches  

1.1.Morphologie  

1.1.1. Macromorphologie  

Les analyses morphologiques sont importantes en taxonomie microbienne, elles sont 

généralement faciles à étudier et sont bien significatives vu que les critères morphologiques 

dépendent de l’expression de gènes qui sont souvent génétiquement stables. Un milieu de 

culture a été utilisé : le milieu Bennett. Ce milieu est généralement utilisé pour les bactéries 

actinomycètes et le genre Streptomyces (SHIRLING et GOTTLIEB, 1966). Une observation de 

l’envers de la boite permet de déterminer la couleur du mycélium du substrat. 

D’après les résultats présentés dans le tableau XV, nous pouvons déduire que : 

- Les souches S2, S3 présentent une croissance et une sporulation abondantes sur le milieu 

Bennett sauf pour la souche S1 (R1). 

- Le mycélium aérien et végétatif présentent des colorations très variées, on retrouve du 

jaune, blanc, vert grisâtre, beige. 

- Les pigments solubles et mélanoïdes ne sont pas produits sur le milieu utilisé.  

Tableau XV : Caractéristiques macromorphologiques des souches S1, S2 et S3. 

 

Souche Plan Elévation Bord 
Couleur 

du MA 

Couleur 

du MS 

Aspect de 

la colonie 

Souche 

S1 
Filamenteuse Bossue Filamenteux 

Blanc 

virant 

vers le 

marron 

Brun 
Poudreux 

et opaque 

Souche 

S2 
Circulaire Bombée Régulier - Jaune 

Pâteux, 

brillant et 

opaque 

Souche 

S3 
Filamenteuse Bombée Filamenteux 

Vert 

grisâtre 
Beige 

Poudreux 

et opaque 

MA : Mycélium aérien, MS : Mycélium de substrat, (-) : absence de coloration. 
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Figure 24 : Aspect du mycélium végétatif et du mycélium aérien des souches 

d’actinomycètes sur milieu Bennett. 

S1(MA) S1(MV) 

S2(MA) S2(MV) 

S3(MA) S3(MV) 
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Les caractéristiques morphologiques des colonies suggèrent qu’il s’agit bien de souches 

actinomycètales ; en effet les colonies apparaissent rugueuses, rondes à contours irréguliers, 

avec un aspect poudreux ou non, colorées ou non (figure 24). 

1.1.2. Micromorphologie 

Les observations microscopiques et la coloration de Gram montrent la présence de 

mycélium et de spores.   

L’observation au microscope optique des mycéliums aériens des souches met en évidence 

des hyphes non septés et des chaines de spores portées à l’extrémité des hyphes qui sont droites. 

Les spores sont cylindriques, arrondies et ne présentent aucune mobilité.  

Tableau XVI : Aspect microscopique des trois souches d’actinomycètes. 

 

Souches Fragmentation Sporulation 
Forme de la 

spore 

S1 - - - 

S2 - + Cylindrique 

S3 - + Arrondie 

+ : Présence ; - : Absence. 

- Résultat de la coloration de Gram 

Toutes les souches testées sont Gram positives comme le montre les photos ci-dessous. 

    

Figure 25 : Observation des souches S1, S2 et S3 (G× 1000) après coloration de Gram. 

1.2.Physiologique et biochimique  

Dans le but de mieux caractériser les trois souches d’actinomycètes, quelques caractères 

physiologiques et biochimiques ont été étudiés (tableau XVII).  

S1 S2 S3 
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Tableau XVII : Quelques Caractéristiques biochimiques et physiologiques des souches 

actinomycétales. 

Caractéristiques T 
Souches 

S1 S2 S3 

Source de carbone 

Glucose 

Lactose 

Saccharose 

Citrate 

Mannitol 

 

- 

- 

- 

- 

- 

 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

Recherche de la β-galactosidase - ND + + 

Recherche de l’oxydase - ND + + 

Recherche de la catalase - ND + + 

Réduction des nitrates - ND - + 

Production d’H2S - ND - - 

Production de gaz - ND - - 

Mobilité - ND - - 

Voie d’attaque des glucides  - ND Oxydatif Oxydatif/Fermentaire 

Réaction avec le rouge de méthyle - ND - - 

Réaction de Voges-Proskauer - ND - - 

Production de l’indole - ND - - 

Hydrolyse de l’amidon - + - + 

Hydrolyse de la caséine - + + + 

Coagulation du lait écrémé - - - - 

Peptonisation du lait écrémé - - + + 

(-) : Test négatif, (+) : Test positif, (T) : Témoin, (ND) : Non déterminer 

Les deux souches actinomycétales cultivées se développent sur les différentes sources de 

carbone étudiées, à l’exception de S3 qui n’a pas pu utiliser le citrate, l’hydrolyse de l’amidon 

a été observée que chez S1 et S3 (figure 26). Elles montrent un  métabolisme protéique 

important, car toutes  les souches hydrolysent  la caséine (figure 27). Elles ont une action 

représentée par une peptonisation du lait écrémé sauf pour la S1 qui reste sans action (figure 

28).  

Elles ne produisent pas d’indole. La souche S3 réduit les nitrates en nitrites, mais pas la 

souche S2, par contre elles sont catalase et oxydase positive. Elles ne sont pas mobiles, la 

production de H2S et de gaz n’est pas observée chez les deux souches. 
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Figure 26 : Hydrolyse de l’amidon par les souches d’actinomycètes S1 et S3. 

 

                                                                                        

       
 

                 

Figure 27 : Hydrolyse de la caséine par les souches actinomycètales S1, S2 et S3. 

 

 

S1 Témoin 

S3 S2 

S1 S3 Témoin 
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            Figure 28 : Effet des trois souches d’actinomycètes S1, S2 et S3 sur le lait écrémé. 

L’étude des caractéristiques morphologiques, macroscopiques et microscopiques est 

largement utilisée pour caractériser les genres des actinomycètes. 

En effet, plusieurs auteurs s’accordent sur un profil macromorphologique plus ou moins 

général concernant la mise en évidence des actinomycètes : colonies circulaires, le plus souvent 

sèches, d’aspect fongique, parfois duveteuses, le diamètre des colonies est compris entre 1 et 4 

mm, et dont la croissance est relativement lente comparativement aux bactéries (OTTOW et 

GLATHE, 1968 ; LARPENT et SANGLIER, 1989 ; PERRY et al., 2004 ; KITOUNI, 2007 ; 

DJABLAH, 2010). 

Cependant, il existe de nombreuses espèces d’actinomycètes qui ne cadrent pas forcément 

avec ce profil. De nombreuses espèces d’actinomycètes produisent par exemple des colonies 

de consistances crémeuses (ex. genres Corynebacterium, Microbacterium, etc.) voire grasses 

(ex. genres Bogoriella, Actinomyces, etc.), dont la plupart ne laissent entrevoir à l’œil nu aucun 

indice quant à la présence ou non de mycélium (BERGEY’S MANUAL, 2012).  

 

S3 S2 S1 Témoin 
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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 identifiés avec un plus grand degré de 

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

microscopique (WILLIAMS et al., 1993). 

La plupart des souches développent des colonies après 48 heures d’incubation, c’est une 

caractéristique des actinomycètes à croissance rapide, en effet NODWEl et LOSICK (1998) ont 

constaté que les colonies de Streptomyces coelicolor érigent les hyphes aériens en 24 heures. 

Ces souches à croissance rapide peuvent être donc rapprochées au genre Streptomyces. 

Après 7 jours de développement, le mycélium aérien présente une gamme de couleur 

assez variée : blanc, beige, jaune,  marron, brun, gris ou vert. Ceci représente un critère de 

détermination du genre des Streptomyces (SHIRLING et GOTTLIEB, 1966 ; WILLIAMS et 

WELLINGTON, 1982 ; SABAOU, 1998). 

 

Toutes les souches développent un aspect poudreux ou granuleux correspondant au 

mycélium aérien sauf pour la S2 qui présente un aspect crémeux. Le mécanisme de la 

morphogenèse a fait l’objet d’une étude réalisée par SPRUSANSKY et al. (2003) et KIM et al. 

(2005) sur Streptomyces coelicolor, il s’est avéré qu’une fois les sources nutritionnelles du 

milieu sont épuisées, il y a libération de petites molécules à partir du mycélium du substrat, la 

libération de ces signaux chimiques déclenche un programme d’expression de gènes démontré 

par l’apparition d’un mycélium aérien. 

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). 

 Les trois souches sont capables de métaboliser l’amidon (excepté S2) et la caséine du 

lait, pour assurer la source de carbone et d’azote. 

D’après les tests morphologiques réalisés, nos souches seraient des actinomycètes qui se 

rapprocheraient plus du genre Streptomyces. En effet, LECHEVALIER et LECHEVALIER 
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(1967) ont montré que la fréquence de Streptomyces dans le sol d’après l’étude de 5000 

échantillons issus de 16 sols différents est de 95,34 %. 

Afin de déterminer les espèces des trois souches, l’étude morphologique, physiologique 

et biochimique ne suffit pas. Il est donc nécessaire de faire appel à d’autres techniques comme 

l’application des méthodes génétiques, telles que l’hybridation DNA-DNA  et l’analyse des 

séquences du gène de l’ADNr 16S (LABEDA, 1992 ; KIM et al., 1999). 

2. Recherche  de l’activité antimicrobienne par la méthode des cylindres d’agar 

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

al., 2001 ; LEE et HWANG, 2002 ; MEKLAT et al., 2011 ; SUELA SILVA, 2013). 

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

En effet, selon KITOUNI (2007) et BELYAGOUBI (2014) cette technique montre de meilleurs 

résultats comparativement à la technique des puits. D’après LOUCIF (2011), le diamètre des 

cylindres d’agar a un effet sur les résultats du test d’activité antimicrobien et il est préférable 

d’opter pour des cylindres de 6 mm de diamètre afin d’avoir des résultats reproductibles 

concernant le test d’activité antimicrobien. 

C’est  une méthode de diffusion en milieu gélosé. Selon laquelle, nous a permis de 

détecter l’effet inhibiteur des souches d’actinomycètes envers les bactéries et les champignons 

tests utilisées. 

Certains auteurs s’accordent que le milieu de culture Bennett est l’un des meilleurs 

milieux de production d’antimicrobiens  pour l’ensemble des actinomycètes (BOUSSABER et 

al., 2012 ; JIHANI, 2013). 
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Cette propriété s’explique d’avantage par le fait que le milieu Bennett est riche en 

substrats carbonés (comme le glucose) et en substrats azotés (casaminoacides, extrait de levure 

et extrait de viande) (LOUCIF, 2011). 

Selon PARK et al. (1994) le glucose est généralement la meilleure source de carbone et 

d’énergie pour la croissance de nombreux microorganismes producteurs d’antibiotiques, en 

l’occurrence les actinomycètes. 

D’après les travaux accomplis par LOUCIF (2011), le pourcentage le plus élève des 

souches actives (11/19 souche soit 57,89 %), et la plus grande moyenne des  diamètres des 

zones d’inhibition (22,42 mm) ont été obtenue à partir du  milieu de culture Bennett. 

Le développement d’un germe test, ensemencé dans la gélose, permet après incubation 

de déceler la présence d’une substance inhibitrice qui est matérialisée par une zone translucide 

au niveau de la zone de diffusion de l’antibiotique, alors que partout ailleurs, le développement 

du microorganisme est visible. 

Les diamètres des zones d’inhibition des bactéries, de Candida albicans et Aspergillus 

niger testés sont résumés dans les tableaux XVIII et XIX. 

Un antibiotique standard (Oxytétracycline) est testé sur six souches bactériennes Gram 

(+) et Gram (-), nous avons observé que les différentes souches étaient sensibles à cet 

antibiotique. Plus un antifongique (Amphotéricine B) testé sur les deux souches fongiques qui 

s’est montré actif. 

A partir des résultats mentionnés dans les tableaux ci-dessous, les trois souches testées 

ont montré une activité antimicrobienne contre au moins un des germes cibles testés, à 

l’exception de C. albicans qui demeure résistants aux trois souches étudiées. 

Les mesures des halos d’inhibition (diamètre du disque inclus) nous ont permis de 

classer les microorganismes suivant leur degré de sensibilité aux différentes souches 

d’actinomycètes : 

- Ø < 8 mm : bactérie non sensible ; 

- 9 < Ø < 14 mm : bactérie sensible ; 

- 15 < Ø < 19 mm : bactérie très sensible ; 

- Ø > 20 mm : bactérie extrêmement sensible (MOREIRA et al., 2005). 
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Tableau XVIII : Activité antibactérienne des trois souches d’actinomycètes déterminée par la 

méthode des cylindres d’agar (diamètre des zones d’inhibition en mm) (n=2). 

 

Bactéries-tests 
T+ 

(O) 
T- 

Souches actinomycètales 

S1 S2 S3 

Staphylococcus aureus 

 
25 ++ *6±00 6±00 10,75±0,35 

Pseudomonas 

aeruginosa 
17,5 ++ 9,5±4,95 11±00 13,25±0,35 

Klebsiella pneumoniae 

 
24,5 ++ 6±00 9,75±1,06 6±00 

Escherichia coli 

 
25 ++ 9,75±1,06 14,75±3,89 11,5±0,7 

Staphylococcus aureus 

(ATCC43300) 
32,5 ++ 22,25±1,77 06±00 6±00 

Escherichia coli 

(ATCC 25922) 
25 ++ 18,75±1,06 11,75±0,35 19 ,75±3,88 

T+ (O) : Oxytétracycline ; * : Absence d’activité (06 mm est le diamètre des cylindres 

d’agar) ; ++ : Tapis microbien ; T- : Témoin négatif. 

Tableau XIX : Activité antifongique des trois souches d’actinomycètes déterminée par la 

méthode des cylindres d’agar. (Diamètre des zones d’inhibition en mm) (n=2). 

 

Champignons-tests 
T+ 

 
T- 

Souches actinomycètales 

S1 S2 S3 

Aspergillus niger 

 
22 ++ 16,25±1,06 6±00 19,5±1,4 

Candida albicans 

 
20 ++ *6±00 6±00 6±00 

Antifongique (T+) : Amphotéricine B ; * : Absence d’activité (06 mm est le diamètre des 

cylindres d’agar) ; ++ : Tapis microbien ; T- : Témoin négatif. 

 

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures ± SD. 
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Figure 29 : Photos des tests d’activité antimicrobienne de la souche S1 vis-à-vis des souches 

tests : (A) Aspergillus niger; (B) Escherichia coli ATCC 25922 ; (C) Pseudomonas 

aeruginosa (T+ : témoin positif ; T- : témoin négatif). 
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Figure 30 : Photos des tests d’activité antimicrobienne de la souche S2 sur les souches tests : 

(A)  Escherichia coli ; (B) Escherichia coli ATCC 25922 (T+ : témoin positif ; T- : témoin 

négatif). 
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Figure 31 : Photos des tests d’activité antimicrobienne de la souche S3 vis-à-vis des souches 

tests : (A) Aspergillus niger; (B) Escherichia coli (T+ : témoin positif ; T- : témoin négatif). 
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                    -                                  

 

   

 

  

  

 

Figure 32 : Photo de test d’activité antimicrobienne de la souche S3 vis-à-vis de la souche 

test : Pseudomonas aeruginosa (T+ : témoin positif ; T- : témoin négatif). 

La figure (33) illustre  les différents diamètres des zones d’inhibition obtenus avec les 

trois souches d’actinomycètes (S1, S2, S3)  pour les différentes souches microbiennes testées. 

 

 
 

Figure 33 : Représentation graphique des diamètres des zones d’inhibition en (mm) 

exprimées par les souches d’actinomycètes (S1, S2 et S3). 

Dans le but de savoir s’il y’a une différence entre les zones d’inhibition des trois souches, 

nous avons effectué le test ANOVA qui a donné une p-value > 0,05, donc statistiquement il 

n’existe pas de différence significative (effet antagoniste) entre les trois souches (voir tableau 

1 de l’annexe 2). 
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2.1.Test d’activité antibactérienne 

Les résultats de l’activité antibactérienne des trois souches d’actinomycètes sont illustrés 

dans le tableau XVIII. 

Les résultats ont montré  que la souche S1 présente un spectre d’activité antibactérienne 

vis-à-vis des bactéries à coloration de Gram positive et négative testées (S.aureus ATCC 43300, 

P.aeruginosa, E.coli et E.coli ATCC 25922) (figure 29). Cependant, elle n’est pas active contre 

S.aureus et K.pneumoniae. 

Il ressort de cela que la souche S2 a montré une activité contre toutes les bactéries  Gram 

négatif (P.aeruginosa, K.pneumoniae, E.Coli et E.coli ATCC 25922) (figure 30), mais elle reste 

inactive contre les bactéries Gram positif (S.aureus ATCC 43300 et S.aureus). 

 Du tableau XVIII, on remarque que la souche S3 a montré une activité contre les 

bactéries à coloration de Gram positive et négative (S.aureus, P.aeruginosa, E.coli et E.coli 

ATCC 25922) (figure 31 et 32). Tandis qu’elle  ne révèle aucune activité antibactérienne 

détectée contre K.pneumoniae et S.aureus ATCC 43300. 

La plus grande zone d’inhibition a été obtenue avec la souche S1 (22,25 mm) cultivée sur 

le milieu de culture Bennett contre la bactérie-test : Staphylococcus aureus ATCC 43300.  

LOUCIF (2011) a obtenu le même résultat  avec  la même bactérie-test dont le diamètre de la 

zone d’inhibition dépasse 20 mm, avec une souche actinomycètales cultivées sur le milieu de 

culture Bennett. 

De même, nos résultats montre que S. aureus est résistante aux molécules sécrétées par 

les deux souches d’actinomycètes S1 et S2 (à l’exception de la souche S3). ŞAHIN et UCUR 

(2003), ont isolé des souches de Streptomyces du sol de la Turquie avec une activité vis-à-vis 

de S. aureus de 11 à 30 mm. Des souches d’actinomycètes de la même origine révèlent une 

inhibition entre 08 et 16mm (OSKAY et al., 2004). 

Les trois souches ont montré une activité inhibitrice contre E.coli avec des zones qui se 

situent entre 10mm et 20mm de diamètre. 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. 
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P.aeruginosa est inhibée par les trois souches étudiées avec des diamètres compris entre 

9 mm et 14 mm. A l’encontre la résistance de cette dernière est observée dans plusieurs travaux 

(JIHANI, 2013 ; BELYAGOUBI, 2014), ce qui donne une importance particulière à ces trois 

souches.  

                      

                   T+                                            S.aureus                                             T-                                                                            

         

  

 

 

Figure 34 : Résistance de Staphylococcus aureus a la souche actinomycètale S1                

(T+ : témoin positif ; T- : témoin négatif). 

2.2.Test d’activité antifongique 

Les résultats du tableau XIX illustrent que les souches S1 et S3 ont montré une activité 

contre A.niger (figure 28 et 30) et restent inactives contre C. albicans (figure 35). Tandis que 

la souche S2 ne révèle aucune activité antifongique (figure 35). 

Plusieurs études ont 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). 

 Il a été démontré que l’effet antagoniste qu’exercent les actinomycètes sur les  

champignons peut provenir de la production directe d’un antibiotique ou d’une enzyme 

dégradante (BAKER et COOK, 1974), ou de la production de substances volatiles inhibant la 

croissance des champignons (GUPTA et TANDON, 1977). Ça pourrait être l’une de ces 

molécules que les souches S1 et S3 ont synthétisées pour inhiber la croissance d’Aspergillus 

niger. 
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                                    T+                                                   T-      

  

 

 

                 C.albicans                               C.albicans                                C.albicans 

                                            

 

 

 

 

 S1                                                 S2                                              S3 

 

Figure 35 : Résistance de Candida albicans aux trois souches d’actinomycètes (S1, S2 et S3) 

(T+ : témoin positif ; T- : témoin négatif). 

 

Au bilan, les résultats figurés dans les tableaux XVIII et XIX nous permettent de conclure 

que, d’une part, l’activité antibactérienne diffère d’une bactérie actinomycétale à l’autre (et 

d’autre part, pour la même souche actinomycétale, l’activité antibactérienne diffère d’une 

bactérie test à l’autre).  

Les différences morphologiques entre les bactéries Gram positives et Gram négatives 

pourraient être responsables de leur différence de sensibilité. 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 positives, 

qui n'ont qu’une couche de peptidoglycane externe qui n’est pas une barrière de perméabilité 

efficace (JIHANI, 2013). 

Ces variations de résultats du test d’activité antibactérienne s’expliquent par le fait qu’une 

bactérie actinomycétale peut produire plusieurs types de molécules antimicrobiennes et que la 

composition du milieu de culture (la nature et la concentration des composants) peut affecter 

cette production (KUSTER et WILLIAMS, 1964 ; TESIC et LUKIC, 1966 ; WAKSMAN, 1967 

; VALAN  ARAZU et al., 2008 ; SINGH et al., 2009). Par exemple 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 
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répression de la formation de plusieurs aminoglycosides produits par les actinomycètes 

(streptomycine, la kanamycine, la néomycine et l’istamycine) par une répression des enzymes 

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

3. Mise en évidence de l’activité antimicrobienne des extraits organiques  

Trois solvants de polarité différente (l’acétate d’éthyle, le chloroforme et le méthanol) ont 

été utilisés pour extraire les molécules bioactives à partir du milieu de culture Bennett. 

Le test d’activité contre les microorganismes-tests a été réalisé par la technique des 

disques en papier de 6 mm de diamètre. 

Tableau XX : Activité antibactérienne des extraits organiques des trois souches 

d’actinomycètes déterminées par la méthode des disques en papier (diamètre des zones 

d’inhibition en mm) (n=2). 

S
o
u

ch
es

 Bactéries- 

tests 

 

Solvant 

S. 

aureus 

 

P. 

aerugnosa 

K. 

pneumonae 

 

E. 

coli 

 

S. 

aureus 

ATCC 

E. 

coli 

ATCC 

S
1

 

 

Acétate 

d’éthyle 

 

6±00 6±00 6±00 6±00 6±00 6±00 

Chloroforme 

 
*6±00 8,5±3,54 6±00 6±00 6±00 6±00 

Méthanol 

 
6±00 6±00 6±00 6±00 6±00 6±00 

S
2
  

Acétate 

d’éthyle 

 

6±00 9,5±4,95 6±00 18,2±2,4 6±00 6±00 

Chloroforme 

 
6±00 6±00 6±00 6±00 6±00 10,7± 0,3 

Méthanol 

 
6±00 6,25±0,35 6±00 6±00 6±00 6±00 

S
3
 

Acétate 

d’éthyle 

 

6±00 6±00 6±00 6±00 6±00 8,5±3,53 

Chloroforme 

 
8 ±2,82 6,25± 0,35 10±4,24 6±00 6±00 10,5±6,3 

Méthanol 

 
6±00 6±00 6,5±0,71 6±00 6±00 6±00 

                  * : Absence d’activité (06 mm est le diamètre des disques en papier)  
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Tableau XXI: Activité antifongique des extraits organiques des trois souches 

d’actinomycètes déterminées par la méthode des disques en papier (diamètre des zones 

d’inhibition en mm) (n=2). 

 

Souches 

Actinmycétales 

 

Souche fongique 

tests 

 

Solvants 

 

 

 

C.albicans 

 

 

 

A.niger 

 

 

S1 

 

 

Acétate d’éthyle 

 

 

6±00 6±00 

Chloroforme 

 

 

6±00 6±00 

Méthanol 

 

 

6±00 6±00 

 

 

S2 

 

Acétate d’éthyle 

 

 

6±00 6±00 

Chloroforme 

 

 

6±00 6±00 

Méthanol 

 

 

6±00 6±00 

 

 

S3 

 

Acétate d’éthyle 

 

 

6±00 6±00 

Chloroforme 

 

 

6±00 6±00 

Méthanol 

 

 

6±00 8,5±3,54 

                  * : Absence d’activité (06 mm est le diamètre des disques en papier)  
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Les figures (36, 37 et 38) illustrent les différents diamètres des zones d’inhibition obtenus 

avec les différents extraits organiques (acétate d’éthyle, chloroforme, méthanol) des trois 

souches d’actinomycètes (S1, S2, S3)  respectivement, pour les différentes souches 

microbiennes testées. 

 

Figure 36 : Représentation graphique des diamètres des zones d’inhibition en (mm) 

exprimées par les différents extraits organiques de la souche S1. 

 

Figure 37 : Représentation graphique des diamètres des zones d’inhibition en (mm) 

exprimées par les différents extraits organiques de la souche S2. 

0

2

4

6

8

10

12

14

D
ia

m
et

re
 d

es
 z

o
n

es
 d

'i
h

ib
it

io
n

 e
n

 m
m

Microorganismes

Acétate d’éthyle

Chloroforme

Méthanol

0

5

10

15

20

25

D
ia

m
et

re
 d

es
 z

o
n

es
 d

'i
h

ib
it

io
n

 e
n

 m
m

Microorganismes

Acétate d’éthyle

Chloroforme

Méthanol



Résultats et discussion 
 

79 
 

 

Figure 38 : Représentation graphique des diamètres des zones d’inhibition en (mm) 

exprimées par les différents extraits organiques de la souche S3. 

Les figures ci-dessous illustrent la sensibilité et la résistance des différents 

microorganismes tests vis-à-vis des trois extraits organiques obtenus à partir des cultures 

liquides des trois souches d’actinomycètes (S1, S2 et S3).  
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Figure 39 : Effet de l’extrait chloroformique de la souche S1 sur Pseudomonas aeruginosa 

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif réalisé avec le chloroforme). 
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Figure 40 : Résistance de Klebsiella pneumoniae à l’extrait  chloroformique de la souche S1 

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif réalisé avec le chloroforme). 
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                     T+                                            E.coli                                            T-   

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 41 : Résistance d’Escherichia coli à l’extrait d’acétate d’éthyle  de la souche S1 

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoins négatifs réalisés avec l’acétate d’éthyle). 

 

 

                    T+                                            S.aureus                                          T- 

                                          

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 42 : Résistance de Staphylococcus aureus à l’extrait  méthanolique  de la souche S1 

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoins négatif réalisé avec le méthanol). 

Pour  la souche S1, on a noté qu’une seule sensibilité des souches tests, qui est rencontrée 

chez Pseudomonas aeruginosa avec une zone d’inhibition de 8,5±3,54 pour l’extrait 

chloroformique comme le montre la figure 40. Les autres souches tests demeurent  résistantes 

aux différents extraits organiques (figure 41, 42, 43 et tableau XX, XXI). 

 

                    T+                                       E.coli ATCC                                       T- 

                                                                     25922 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43 : Effet de l’extrait  chloroformique de la souche S2 sur Escherichia coli ATCC 

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoins négatifs réalisés avec le chloroforme). 
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                      T+                                            E.coli                                              T- 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figure 44 : Effet de l’extrait à l’acétate d’éthyle  de la souche S2 sur Escherichia coli       

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoins négatif réalisés avec l’acétate d’éthyle). 
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Figure 45 : Effet de l’extrait  acétate d’éthyle  de la souche S2 sur Pseudomonas aeruginosa 

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif réalisé avec l’acétate d’éthyle). 
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Figure 46 : Résistance de Candida albicans  à l’extrait  chloroformique de la souche S2 

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif réalisé avec le chloroforme). 
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                    T+                                          S.aureus                                          T-                                                        
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47 : Résistance de Staphylococcus aureus à l’extrait d’acétate d’éthyle de la souche 

S2 (T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif réalisé avec l’acétate d’éthyle). 
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Figure 48 : Résistance d’Aspergillus niger  à l’extrait  méthanolique  de la souche S2 

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoins négatifs réalisés avec le méthanol). 

Les extraits organiques obtenus à partir de la culture de la souche S2 ont été tous testés 

pour leurs activités antifongiques et antibactériennes. Certains n’ont montré aucune activité 

anticellulaire, d’autres sont actifs. On a constaté une activité de l’extrait obtenu à partir de 

l’acétate d’éthyle contre P.aeruginosa (Ø = 13 mm) (figure 45) et  E. coli (Ø = 16,5 mm et 20 

mm) (figure 44). Pour l’extrait méthanolique on a constaté une légère activité vis-à-vis de  

P.aeruginosa (Ø = 6,5 mm). L’extrait chloroformique a une action seulement sur E. coli ATCC 

25922 (Ø = 11 et 10,5 mm) (figure 43).  

Le restant des souches tests demeurent toutes résistantes aux différents solvants 

organiques, comme le montrent les figures (46, 47 et 48) et les tableaux (XX et XXI). 
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                     T+                                       K.pneumoniae                                   T-                                    

                                                                                                         

 

  

 

 

 

 

 

Figure 49 : Effet de l’extrait  chloroformique de la souche S3 sur Klebsiella pneumoniae 

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif réalisé avec le chloroforme). 

 

 

                      T+                                          S.aureus                                          T- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50 : Effet de l’extrait  chloroformique de la souche S3 sur Staphylococcus aureus 

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif  réalisé avec le chloroforme). 
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Figure 51 : Effet de l’extrait  acétate d’éthyle  de la souche S3 sur Escherichia coli ATCC 

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif réalisé avec l’acétate d’éthyle). 
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Figure 52 : Effet de l’extrait méthanolique  de la souche S3 sur Aspergillus niger 

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif réalisé avec le méthanol). 
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Figure 53 : Résistance de Candida albicans  à l’extrait  chloroformique de la souche S3 

(T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif réalisé avec le chloroforme). 

 

                       

                      T+                                             S.aureus ATCC                                      T- 

                                                                               43300 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54 : Résistance de Staphylococcus aureus ATCC  à l’extrait d’acétate d’éthyle de la 

souche S3 (T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif réalisé avec l’acétate d’éthyle). 
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En ce qui concerne la souche S3, les résultats ont montré que les trois fractions ont un 

effet inhibiteur au moins sur une souche test. L’extrait a l’acétate d’éthyle a un effet inhibiteur 

sur E.coli ATCC 25922 (Ø = 11 mm) (figure 51). La fraction methanolique a montré une action 

positive contre A.niger (Ø = 11 mm) (figure 52) et K.pneumoniae (Ø = 7 mm). L’extrait 

chloroformique a montré une activité plus large vis-à-vis de S.aureus (Ø = 10 mm) (figure 50), 

P.aeruginosa (Ø = 6,5 mm), K.pneumoniae (Ø = 13 mm et 8,5 mm) et E.coli ATCC 25922 (Ø 

= 15 mm). 

Les autres souches testées avec les fractions organiques n’ont pas montré de sensibilité 

comme le montre les figures 53, 54, et les tableaux XX, XXI.  

 

Le test de l’ANOVA a donné une p-value > 0,05, donc statistiquement il n’existe pas de 

différence significative, c’est-à-dire que la nature du solvant utilisé n’influence pas le diamètre 

des zones d’inhibition, c’est-à-dire l’activité antimicrobienne (voir tableau 2, 3 et 4 de l’annexe 

2). 

L’action positive de la souche S1 (extrait chloroformique)  vis-à-vis de Staphyloccus 

aureus (souche résistante isolée du CHU de Tizi-Ouzou) attire notre attention. Une étude mérite 

selon nous, d’être approfondie dans des travaux avenir. Ce genre de bactéries sont redoutables 

dans les hôpitaux et causent des infections nosocomiales mortelles. En effet, la vancomycine 

considérée comme la molécule de dernière ligne dans le traitement des infections 

staphylococciques devient dans ces cas inactive. Des travaux récents, publiés dans la revue 

Nature, révèlent la découverte d’une nouvelle classe d’antibiotique dont la platensimycine, 

active contre ce Staphylocoque (WANG et SOISSON, 2006). Cet antibiotique est produit à 

partir d’une nouvelle souche de Streptomyces platensis isolée du sol de l’Afrique du sud. 

Le chloroforme est un solvant de polarité intermédiaire. L’acétate d’éthyle est un solvant 

de polarité moyenne. Par contre le méthanol est un solvant polaire.  

Ces données chimiques nous permettent de conclure que les molécules sont de polarité 

intermédiaire et d’autres sont polaires.  

On constate que certains extraits sont actifs contre les microorganismes tests et d’autres 

non. Les différences entre les diamètres d’inhibition observées ne sont pas significatives (test 

de l’ANOVA). Néanmoins, on peut constater d’après les résultats du tableau XX que l’extrait 
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chloroformique de la souche S3 a inhibé un plus grand nombre de souches tests (4 souches) 

comparées au restant des extraits. 

Il faut noter que l’activité antibactérienne a été trouvée dans les extraits bruts des souches 

d’actinomycètes, obtenus à partir des cultures liquides. 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, 1973 ; SHOMURA et al, 1979 ; RADHIKA et al., 2011 ; SHARMA 

et al., 2011). C’est le cas pour la souche S1 qui n’a montré qu’une seule activité. 

L’activité antimicrobienne d’un extrait est probablement due à la présence de synergie 

entre le nombre de composants qui lorsqu’ils sont séparés deviendraient inactifs 

individuellement (RIOS et RECIO, 2005). 

 

Par ailleurs, l’absence d’effet bactériostatique ou bactéricide sur ces souches testées 

pourrait être due soit à la résistance de celles-ci ou bien à l’insuffisance de la concentration 

utilisée. 

En effet, HAYOUNI et al. (2007) ont montré que la méthode d’extraction et la nature du 

solvant peuvent influencer l’activité antimicrobienne. Le diamètre de la zone d’inhibition 

diffère d’une bactérie à une autre et d’un extrait à un autre. La variation de l’activité 

antimicrobienne des extraits explique les variations de leurs compositions chimiques. 

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 (ZOUAGHI, 2007). 

Il a été démontré que l’agitation affecte l’aération et le mélange des éléments nutritifs 

dans le milieu de production de métabolites secondaires. En effet, il a été rapporté par 

MELLOULI et al. (2004), que Streptomyces TN58, la meilleure production de molécules 

bioactives est obtenue à une agitation comprise entre 200 et 250 rpm. Pour des agitations 

supérieures ou inférieures à cet intervalle, la production de molécules bioactives chute 

fortement. 

Selon REGHIOUA et al. (2008), à cause de l'agitation en milieu liquide, les filaments 

mycéliens se fragmentent, et les petits fragments se trouvent incapables de produire des 
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quantités importantes d'antibiotiques, contrairement au milieu solide où la fragmentation de 

mycéliums peut être évitée ce qui favorise la production importante d'antibiotique (GURUNG 

et al., 2009). 

4. Effet du pH et de la température sur la production d’antimicrobien  par les 

souches actinomycétales S2 et S3 

Pour cette partie de ce travaille, seul les extraits organiques de la souche S2 et S3 ont été 

testés, vu que ceux de la souche S1 n’ont pratiquement pas montré  d’activité intéressante.   

Les tableaux ci-dessous illustrent l’effet du ph et de la température sur les extraits qui 

ont montré une activité antimicrobienne vis-à-vis  des souches tests lors du test précédant. 

Tableau XXII : Effet du pH et de la température sur l’activité antimicrobienne des extraits 

organiques de la souche actinomycètale (S2) déterminée par la méthode des disques en papier 

(diamètre des zones d’inhibition en mm) (n=2). 

Extraits 

organiques 
pH et T° 

Souches tests 

E.coli ATCC 25922 E.coli P.aeruginosa 

 

Méthanol 

pH= 3 / / *6±00 

pH= 7 / / 6±00 

pH= 11 / / 6±00 

T = 4° C / / 6±00 

 

Chloroforme 

pH= 3 11±2,12 / / 

pH= 7 6±00 / / 

pH= 11 6±00 / / 

T = 4° C 6±00 / / 

Acétate 

d’éthyle 

pH= 3 / 6±00 12,75±1,77 

pH= 7 / 6±00 6±00 

pH= 11 / 11,5±00 6±00 

T = 4° C / 15±2,12 6±00 

/ : Test non réalisé ; * : Absence d’activité (06 mm est le diamètre des disques en papier). 
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Tableau XXIII : Effet du pH et de la température sur l’activité antimicrobienne des extraits 

organiques de la souche actinomycètale (S3) déterminée par la méthode des disques en papier 

(diamètre des zones d’inhibition en mm) (n=2). 

E
x
tr

a
it

s 

o
rg

a
n

iq
u

es
  

 

pH et T° 

Souches tests 

E.coli 

ATCC 

25922 

 

S.aureus 

 

P.aeruginosa 

  

 

K.pneumoniae 

 

A. niger 

 

M
ét

h
a
n

o
l 

pH= 3 / / / *6±00 16±2,12 

pH= 7 / / / 6±00 10±00 

pH= 11 / / / 6±00 16,75±8,83 

T = 4° C / / / 6±00 17±7,78 

 

C
h

lo
ro

fo
rm

e 
 

pH= 3 6±00 6±00 6±00 6±00 / 

pH= 7 6±00 6±00 6±00 6±00 / 

pH= 11 15,75±6,01 6±00 6±00 6±00 / 

T = 4° C 6±00 7,25±1,7 6±00 6±00 / 

A
cé

ta
te

 

d
’é

th
y
le

  

pH= 3 / / / / / 

pH= 7 6,25±0,35 / / / / 

pH= 11 10,75±0,35 / / / / 

T = 4° C 13±4,24 / / / / 

/ : Test non réalisé ; * : Absence d’activité (06 mm est le diamètre des disques en papier). 

Les figures (55 et 56) illustrent les différents diamètres des zones d’inhibition obtenus 

avec les différents extraits organiques  (acétate d’éthyle, chloroforme, méthanol) après variation 

du pH, et conservation des extraits à 4°C pendant quatre jours des deux souches actinomycètales  

(S2 et S3)  respectivement, pour les différentes souches microbiennes qui ont montré 

précédemment une sensibilité. 
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Figure 55 : Représentation graphique des diamètres des zones d’inhibition (en mm) vis-à-vis 

des microorganismes-tests en fonction du pH et de la température (4°C),  exprimées par les 

différents  extraits organiques de la souche S2. 

 

Figure 56 : Représentation graphique des diamètres des zones d’inhibition (en mm) vis-à-vis 

des microorganismes-tests en fonction du pH et de la température (4°C),  exprimées par les 

différents  extraits organiques de la souche S3. 

Les différents résultats obtenus sont illustrés dans les figures ci-contre, montrant la 

sensibilité et la résistance des différents microorganismes tests vis-à-vis des trois extraits 

organiques des deux souches actinomycètales (S2 et S3), après variation du pH et effet de la 

température à 4°C sur l’activité antimicrobienne. 
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                   T+                                            E.coli                                              T- 

 

 

 

 

 

 

Figure 57 : Effet de l’extrait à l’acétate d’éthyle  de la souche S2 sur Escherichia coli soumis 

à 4°C  pendant 4 jours (T+ : Témoin positif ; T- : Témoins négatifs réalisés avec l’acétate 

d’éthyle). 

  

 

        T+                                         P.aeruginosa                                       T- 

 

 

  

 

 

 

Figure 58 : Effet de l’extrait à l’acétate d’éthyle  de la souche S2 sur Pseudomonas 

aeruginosa dont le pH est ajusté à 3 (T+ : Témoin positif ; T- : Témoins négatifs réalisés avec 

l’acétate d’éthyle). 

 

 

        T+                                         P.aeruginosa                                       T- 

 

 

 

 

 

Figure 59 : Absence d’Effet de l’extrait à l’acétate d’éthyle  de la souche S2 sur 

Pseudomonas aeruginosa dont le pH est ajusté à 11 (T+ : Témoin positif ; T- : Témoins 

négatifs réalisés avec l’acétate d’éthyle). 
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                    T+                                           A.niger                                            T- 

  

 

 

 

 

 

Figure 60 : Effet de l’extrait méthanolique  de la souche S3 sur Aspergillus niger dont le pH 

est ajusté à 11 (T+ : Témoin positif ; T- : Témoins négatifs réalisés avec le méthanol). 

 

 

                  T+                                         E.coli ATCC                                       T- 

                                                                     25922  

 

 

 

 

 

Figure 61 : Effet de l’extrait  chloroformique de la souche S3 sur Escherichia coli ATCC 

dont le pH est ajusté à 11 (T+ : Témoin positif ; T- : Témoins négatifs réalisés avec le 

chloroforme). 

 

 

 

       T+                                         E.coli ATCC                                       T- 

                                                         25922 

 

 

 

 

Figure 62 : Absence d’effet de l’extrait  chloroformique de la souche S3 sur Escherichia coli 

ATCC dont le pH est ajusté à 3 (T+ : Témoin positif ; T- : Témoins négatifs réalisés avec le 

chloroforme). 
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Pour la souche S2, après avoir ajusté le pH des différents extraits organiques (3,7 et 11) 

et après une conservation à 4°C  pendant 4 jours, l’extrait méthanolique a perdu complètement 

son activité vis-à-vis de Pseudomonas aeruginosa. Le chloroforme ajusté à un pH de 3 conserve 

son activité contre Escherichia coli ATCC 25922 avec un diamètre d’inhibition compris entre 

9 et 15 mm. En ce qui concerne l’acétate d’éthyle, l’inhibition vis-à-vis d’Escherichia coli est 

maintenue avec un pH alcalin (11) avec un diamètre compris entre 11 et 12 mm. Pour le même 

germe, l’inhibition est aussi observée avec l’extrait soumis à 4°C. 

Les résultats de ce test indiquent que l’extrait méthanolique de la souche S3 ajusté a 

différents pH (3, 7 et 11) et à 4°C exprime une  forte activité à l’égard d’Aspergillus niger allant 

de 10 à 23 mm (figure 60). On a constaté aussi que l’acétate d’éthyle conserve son effet 

inhibiteur face à Escherichia coli ATCC 25922 à un pH alcalin et neutre (7 et 11) avec un    

diamètre d’inhibition variant entre 7 et 12 mm, de même pour la fraction soumise 4°C    

(10 ≤Ø ≤ 20 mm). Seul l’extrait chloroformique conservé à  4°C pendant 4 jours montre une 

légère inhibition contre Staphyloccus aureus avec un diamètre compris entre 8 et 9 mm. 

Aucune zone d’inhibition de croissance de Klebsiella pneumoniae et de Pseudomonas 

aeruginosa a été observée ni sur la gamme du pH testée, ni sur la température. 

La production d’antibiotiques varie quantitativement et qualitativement suite à une 

modification des conditions de culture de l’organisme producteur (TANAKA, 1992 ; HIGGS 

et al., 2001) comme le pH et la température. 

 

La comparaison des diamètres des zones d’inhibition des extraits bruts traités (ajustés à 

différentes valeurs du pH) avec ceux non traités nous permettent de conclure que le pH a un 

effet significatif sur la stabilité des molécules antimicrobiennes et donc sur la persistance de 

leur activité passant d’une souche-test à l’autre et d’un extrait organique à l’autre. Le diamètre 

des zones d’inhibition engendrées par l’extrait méthanolique de la souche S3 envers Aspergillus 

niger  a doublé. Des travaux réalisés par LOUCIF (2011), ont montré que le pH a un effet  sur 

les extraits organiques, en obtenant des diamètres des zones d’inhibition plus importants avec 

les extraits traités (le double du diamètre des zones d’inhibition engendrées par les extraits non 

traités)  envers Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

L’inexistence de l’activité antibactérienne des extraits chloroformiques et 

méthanoliques envers Klebsiella pneumoniae  et Pseudomonas aeruginosa  ne signifie pas 
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qu’elle est absente totalement, elle peut être présente à des pH supérieurs à 11. Des travaux 

ultérieurs réalisés par MUIRU et al. (2007) montrant la présence de l’activité antifongique 

envers Pythium sp. à des pH allant de 12 à 14.  

 

D’après FLORY et al. (1949), un composé qui est soluble dans un solvant organique à 

pH acide est lui-même acide. En se basant sur ces données, on peut conclure que les extraits 

bruts chloroformiques de la souche S3 comportent probablement des molécules 

antibactériennes de nature basique actives envers Escherichia coli ATCC 25922, tandis que les 

extraits à l’acétate d’éthyle renferment des molécules de nature chimique neutre et basique à la 

fois actives contre Escherichia coli ATCC 25922. Les extraits bruts méthanoliques de la souche 

S3 ayant montré une activité contre Aspergillus niger avec les différents pH utilisés, comporte 

probablement des molécules de nature chimique acide, neutre et basique. 
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Ce présent travail constitué de trois parties entre dans le cadre de l’axe de recherche de  

métabolites secondaires à activité antimicrobienne produite par trois souches actinomycètales 

La première partie a porté sur la caractérisation partielle  des trois actinomycètes S1, S2 

et S3. Pour cela  nous avons réalisé plusieurs analyses qui sont : 

- Des tests morphologiques utilisant les milieux de culture solides. Les résultats obtenus 

laissent fortement supposer que les trois souches étudiées  sont des actinomycètes du 

genre Streptomyces.  

- Des études physiologiques et biochimiques qui s’intéressent à la capacité des isolats à 

dégrader les glucides, à réduire les nitrates, à produire des pigments mélanoïdes et à produire 

des enzymes. Ces résultats ont permis de connaitre certains caractères de cultures pouvant être 

utilisés pour l’identification. 

Dans la seconde partie, on s’est intéressé à la recherche des molécules antimicrobiennes 

potentiellement produites par des souches isolées lors de travaux antérieurs. 

Dans la troisième  partie de ce travail, nous avons effectué des cultures en erlenmeyers 

afin de produire les molécules antimicrobiennes en question, d’essayer de les extraire à l’aide 

de solvants organiques et de les caractériser partiellement. 

Le test d’activité des extraits organiques indique que le méthanol, le chloroforme et 

l’acétate d’éthyle seraient de bon extracteur de ces activités pour les souches S2 et S3, car ils 

permettent d’exprimer de bons spectres d’action à l’égard des germes cibles testés. 

On peut conclure que les antimicrobiens  produits par les souches actinomycétales S2 et 

S3 peuvent être polaire et d’autres de polarité intermédiaire. Les extraits actifs de ces  souches  

renferment des molécules bioactives qui peuvent être acide, neutre, et basique.    

Malheureusement, avec ces données il nous est impossible d’émettre la moindre hypothèse 

quant à la structure et à la nature possible de ces molécules. 

L’ensemble des résultats obtenus pour les trois souches  donne un aperçu général sur le 

potentiel de ces souches à produire des molécules antimicrobiennes. 

Enfin, nous estimons que ce travail mérite d’être poursuivi, car plusieurs perspectives 

peuvent être envisagées : 
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- Préciser l’identification des souches isolées par des tests chimiotaxonomiques et des 

analyses phylogénétiques basées sur d’autres marqueurs moléculaires.  

- Une piste très intéressante à suivre serait l’optimisation des paramètres culturaux                                              

afin d’améliorer la production d’antibiotiques 

- Détermination du spectre d’action des substances produites sur d’autres bactéries et en 

particulier sur des bactéries multirésistantes. 

- Identifier et caractériser le principe actif des souches d’actinomycètes représentatives. 

- Utiliser d’autres solvants d’extraction de différentes polarités pour choisir l’extrait à 

plus grand spectre d’activité 

- Mélanger les extraits des trois souches afin d’étudier l’effet de combinaison contre les   

germes tests. 

- Essai in vivo de l’effet des biomolécules secrétées. 
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Annexe 1 : 
 

Composition des solutions et milieux de culture utilisés 

Milieu Bennett (composition en g/l) 

 Extrait de levure ………………..……........................ 2g. 

 Extrait de viande ……………………………………..1g. 

 Peptone………………………………….. …………...2g. 

 Glucose ………………………………………………10g. 

 Agar……………………………………..................... 20g. 

 Eau distillée………………………………………..... 1000 mL. 

 pH = 7,2. 

Milieu Bennett (milieu liquide) (composition en g/l) 

 Extrait de levure………………………………………2g. 

 Extrait de viande…………………………………….. 1g. 

 Peptone……………………………………………… 2g. 

 Glucose ………………………………………………10g. 

 Eau distillée…………………………………………. 1000 mL. 

 pH = 7,2. 

Milieu Mueller Hinton (composition en g/l) 

 Extrait de viande …………………………………….3 g. 

 Amidon ……………………………………………...1,5 g. 

 Hydrolysat acide de caséine …………………………17,5 g. 

 Agar………………………………………………….18 g. 

 pH = 7,4. 

Milieu Sabouraud (sans chloamphénicol) (composition en g/l) 

 Glucose ………………………………………...40g. 

 Peptone …………………………………………10g. 

 Agar……………………………………………. 20g. 

 Eau distillée……………………………………. 1000 mL. 

 pH = 5,6. 
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Milieu gélosé à base d’amidon  (composition en g/l) 

 Amidon……………………………………………….10g. 

 Glucose ……………………………………………….5g. 

 Extrait de levure ………………..……........................ 2g. 

 Extrait de viande ……………………………………..1g. 

 Peptone………………………………….. …………...2g. 

 Agar……………………………………..................... 20g. 

 Eau distillée………………………………………..... 1000 mL. 

 pH = 7,2 . 

Hydrolyse de la caséine (composition en g/l) 

 Poudre du lait écrémé……………………………….....10g. 

 Peptone………………………………………………...5g. 

 Chlorure de sodium (NaCl)……………………………0,03g. 

 Agar……………………………………………………20g. 

 Eau distillée……………………………………………1000 ml. 

Hydrolyse de la caséine (milieu liquide)  

 Poudre du lait écrémé     10g. 

 Eau distillée                        100 ml. 

Eau physiologique stérile (composition en g/l) 

 Chlorure de sodium (NaCl)…………………………..9 g. 

 Eau distillée…………………………………………..1000 ml. 

 pH = 7. 
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Annexe 2 : Résultats des tests statistiques 

Tests Univariés de Significativité pour diamétres (Feuille de données2)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de l 'hypothèse

Effet

SC Degr. de

Liberté

MC F p

ord. origine

Souche

Erreur

2796,052 1 2796,052100,4705 0,000000

56,773 2 28,386 1,0200 0,378601

556,592 20 27,830  

Tableau 1 : table de l’ANOVA pour les résultats de l’activité antimicrobienne des trois 

souches d’actinomycètes. 

Tests Univariés de Significativité pour diametres (Feuille de données2)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de l 'hypothèse

Effet

SC Degr. de

Liberté

MC F p

ord. origine

solvant

Erreur

894,2604 1 894,26043433,960 0,000000

0,5208 2 0,2604 1,000 0,384734

5,4688 21 0,2604  

Tableau 2 : table de l’ANOVA pour les résultats de l’activité des trois extraits organiques de 

la souche S1. 

Tests Univariés de Significativité pour diametres (Feuille de données2)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de l 'hypothèse

Effet

SC Degr. de

Liberté

MC F p

ord. origine

solvant

Erreur

1164,827 1 1164,827160,3229 0,000000

14,963 2 7,481 1,0297 0,374451

152,576 21 7,266  

Tableau 3 : table de l’ANOVA pour les résultats de l’activité des trois extraits organiques de 

la souche S2. 

Tests Univariés de Significativité pour diametres (Feuille de données2)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de l'hypothèse

Effet

SC Degr. de

Liberté

MC F p

ord. origine

solvant

Erreur

141,3776 1 141,37769,516992 0,005614

46,7240 2 23,36201,572638 0,230975

311,9609 21 14,8553  

Tableau 4 : table de l’ANOVA pour les résultats de l’activité des trois extraits organiques de 

la souche S3. 
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Annexe 2 : Quelque propriété physico-chimique des solvants organiques utilisés dans notre 

travail. 

 

Propriétés physico-

chimiques 

Solvants organiques 

Chloroforme Méthanol  Acétate d’éthyle  

Formule chimique CHCl3 CH3OH C4H8O2 

Masse molaire1 119,378 32,042 88,1051 

Densité2 1,4797025 0,7863725 0,9025 

Point d’ébullition3 61,178 64,546 77,1 

Tension de vapeur4 25,9725 16,93725 98,325 

Viscosité5 0,535725 0,553125 0,4425 

Constante 

diélectrique6 

4,80620 32,6625 6,0025 

Point d’éclair7 16 11 -4,4 

 

1. Masse molaire relative, sans unité. 

2. g. cm3. La température de référence est indiquée en °C en indice 

3. °C à 1 atm. 

4. KPa. La température de référence est indiquée en °C en indice. 

5. Centipoise. (cP). La température de référence est indiquée en °C en indice. 

6. Sans unité. La température de référence est indiquée en °C en indice. 
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