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Résumé 

L’objectif principal de cette étude est l’isolement et sélection de souches d’actinomycètes 

productrices de nouvelles molécules bioactives.  

L’isolement des souches d’actinomycètes a été fait en utilisant des échantillons de sol  

provenant du 4 régions par deux méthodes   : tout  les échantillons de sol provenant de  

tamesguida et ouzera et ben chicao et chiffa ont subis un traitement  chimique au CaCO3 et 

traitement physique par chaleur. 

des testes biochimiques et phisyolgique réalisés, a permis de rattacher des souches. au genre 

Streptomyces. 

La mise en évidence de l’activité antimicrobiennes est réalisée sur milieu solide par la 

technique des  cylindres d’agar et la production d’antibiotiques sur milieu SCA liquide, le 

suivie  de la production  d’antibiotiques et la cinétique de croissance et mesure du pH  sont 

effectués quotidiennement,  

Sur cinquante souches d’actinomycètes  purifié , 16 souches  ont été choisies  pour la 

production d’antibiotiques en milieu liquide,  

Ces résultats indiquent que les actinomycètes isolés  du ces quatre régions constitue une 

source  prometteuse pour l a découverte de nouvelles substances bioactives. 

Mots clés :  actinomycète, bioactive, activité antimicrobienne, streptomyces, cylindres d’agar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                 
 

Abstract 

The main objective of this study is the isolation and selection of actinomycetes strains 

producing new bioactive molecules.  

The isolation of actinomycetes strains was done using soil samples from 4 regions by two 

methods: all soil samples from tamesguida and ouzera and ben chicao and chiffa underwent a 

chemical treatment with CaCO3 and physical treatment by heat. 

Biochemical and phisyolgic tests carried out, allowed to attach strains to the genus 

Streptomyces. 

Antimicrobial activity was demonstrated on solid medium by the agar cylinder technique and 

antibiotic production on liquid SCA medium. Antibiotic production and growth kinetics were 

monitored and pH was measured daily,  

Out of fifty purified actinomycetes strains, 16 strains were selected for antibiotic production 

in liquid medium,  

These results indicate that actinomycetes isolated from these four regions constitute a 

promising source for the discovery of new bioactive substances.. 

Key words: actinomycete, bioactive, , antimicrobial activity , streptomyces, agar cylinder. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                 
 

 ملخص

  الهدف الرئيسي من هذه الدراسة هو عزل واختيار سلالات من الفطريات الشعاعية التي تنتج جزيئات جديدة نشطة   

                                                                                                                                            بيولوجيا.

  بطريقتين: جميع عينات التربة من تمزقيدة مناطق تم عزل سلالات الفطريات الشعاعية باستخدام عينات التربة من أربع  

  كربونات الكالسيوم و المعالجة الفيزيائية بالحرارة.استعمال بن شيكاو وشفة خضعت للمعالجة الكيميائية ب وزرة 

 .Streptomyces جنس إلى سلالاتال  بربط سمح مما ، والفيزيولجية البيوكيميائية الاختبارات أجريت

 باستعمال تقنية اسطوانات اجار. SCAعلى وسط صلب  المضاد للميكروبات نشاطاليتم الكشف عن 

، ومراقبة إنتاج المضادات الحيوية وحركية النمو  SCAيتم إجراء اسطوانات أجار وإنتاج المضادات الحيوية على وسط 

 . وقياس الأس الهيدروجيني يومياً

 سلالة لإنتاج المضادات الحيوية في الوسط السائل. 16ختيار من بين خمسين سلالة من الفطريات الشعاعية المنقى ، تم ا

تشير هذه النتائج إلى أن الفطريات الشعاعية المعزولة من هذه المناطق الأربعة تشكل مصدرًا واعد لاكتشاف مواد نشطة 

 بيولوجيا جديدة.

 

 نشاط مضاد للميكروبات. streptomyces , ,اسطوانات أجار بيولوجيا. نشطة  ,:الفطريات الشعاعية الكلمات المفتاحية
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Introduction 

     Depuis que l’utilisation répandue de la chimiothérapie antimicrobienne a commencé 

dans les années 1950, il est apparu, grâce à la surveillance des résistances, que presque tous 

les microorganismes pathogènes avaient développé une résistance à des agents 

chimiothérapeutiques, ceci en grande partie en raison de leur mauvaise utilisation. Les 

molécules de pénicilline et de sulfamide, les premiers agents chimio-thérapeutiques 

couramment employés, connaissent aujourd’hui une utilisation plus limitée parce que 

beaucoup de microbes pathogènes y sont résistants. Même les organismes où toutes les 

souches restent sensibles à la pénicilline, comme Streptococcus pyogenes (bactérie 

responsable d’angine, de la scarlatine et de rhumatismes articulaires) exigent maintenant des 

doses plus fortes de pénicilline qu’il y a dix ans, pour une efficacité de traitement égale 

(Madigan et Martinko, 2007). 

Devant cette émergence de l’antibiorésistance, la découverte de nouvelles molécules 

représente donc un besoin qui ne peut être comblé selon( Kitouni, 2007) que soit par :  

- L’extraction de nouveaux dérivés chez des mutants de souches répertoriées. 

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

synthèse de nouveaux dérivés. 

- L’analyse des produits de fermentation de nouvelles espèces bactériennes ou fongiques 

isolées d’écosystèmes peu ou pas explorés. 

Pour ces trois approches, les actinomycètes sont les candidats les plus potentiels pour la 

production d’antibiotiques. 

La principale source d’antibiotiques est représentée par les microorganismes qui, 

depuis  longtemps  font  l’objet  de  nombreuses  recherches  et  ont  permis  et  permettent 

toujours  la  découverte  de  métabolites  secondaires  intéressants  et  exploitables  par 

l’homme.   Selon (Breton et al ; 1989),  Les actinomycètes représentent la principale source 

de métabolites à activité anticellulaire 43 %.. Ces actinobactéries sont des microorganismes 

procaryotes ayant un pourcentage de guanine-cytosine élevé (supérieur à 55%) qui les 

différencie des autres bactéries. En outre, elles  forment phylogénétiquement  une  branche  à  

part  et  sont  caractérisées  par  une  très grande  diversité  morphologique,  pouvant  aller  de  

la  forme  cocci  à  la  forme  mycélienne parfaite (Goodfellow,  2012). 

 L’intérêt des actinomycètes dans les différents domaines est d’une grande importance. En 

effet,  ils  sont  très  utiles  dans  la biodégradation  de  la  matière  organique  et  le  recyclage  

des éléments dans les sols et interviennent dans la lutte biologique contre les maladies des 
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plantes, grâce  à  leur  grande  aptitude  à  produire  différentes  substances  inhibitrices  vis-à-

vis  des  autres microorganismes telluriques (Goodfellow et Williams, 1983). 

 

Dans  le  présent  mémoire  nous  nous  sommes  fixés  comme  objectif  d’isoler  les  souches  

d’actinomycètes,  de  sélectionner  et  de  déterminer  les  meilleures  souches  actives  contre  

des bactéries et des   champignons pathogènes, de les identifier et d’étudier les antibiotiques 

produits par la meilleure  souche antagoniste. 

 

Ce  travail  a été  réalisé  au  sein du  Laboratoire pédagogique de l’université  Dr Yahiya 

Fares Médea, ainsi qu’au laboratoire de microbiologie et physiquo-chimie du groupe Saidal 

antibiotical, Médea, Dans cette optique, l’objectif principal de notre étude consiste en 

l’isolement de souches d’actinomycètes productrices de substances à activité antibactérienne à 

partir le sol. 

Ce travail est présenté en trois chapitres:  

 Le  premier  chapitre  est  relatif  à  une  synthèse  bibliographique  en  rapport  avec  

le  thème abordé.  

 Le deuxième chapitre est consacré à la présentation du matériel utilisé et à la 

description des méthodes effectuées.  

 Le troisième chapitre comporte les résultats et discussions lesquels sont présentés en 

quatre parties: 

 L’isolement des souches d’actinomycètes à partir d’échantillons de sols  

provenant  de quatre régions : Cheffa ,Tameuzguida ,Ben chicao ;Ouzera 

 La mise en évidence de l’activité antibactérienne de souches sélectionnées vis-

à-vis de bactéries pathogènes et, levures et champignons. 

 identification des souches sélectionnées par l’étude des caractères 

morphologiques, phisico-chimique. 

 Sélection des souches productrices d’antibactériens et la mise en évidence de 

cette activité. 

 Production d’antibiotique sécrétées par les actinomycètes.  

 

Enfin, le manuscrit se termine par une conclusion qui permettra de tirer quelques perspectives 

de prolongement à ce travail. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre I 

Généralités 

sur les actinomycètes



Chapitre I                                    Généralités sur les actinomycètes 

 

                                                                                   3 
 

1. Les  actinomycètes  

1.1. Définition et historique 

Waksman divise en quatre grandes catégories l’histoire des actinomycètes 

(Boudmaghe, 2007) : 

⮚ La première période de (1874-1890) est celle de la découverte de leur rôle dans la 

pathologie. 

⮚ La seconde période (1900-1919) se rapporte à la mise en évidence et à l’étude des 

actinomycètes du sol, avec les travaux de Kraisky, de Cohn, de Waksman et de Curtis . 

⮚ La troisième période (1919-1940) au cours de laquelle une meilleure connaissance des 

germes a été acquise grâce aux recherches de Waksman, de Lieske, de Krassilnikov. 

⮚ La dernière époque historique, enfin, est celle des antibiotiques produits par les 

actinomycètes. Elle commence en 1940 et le nom de Selman Waksman lui est 

indissolublement lié. 

Les Actinomycètes sont des bactéries dont la croissance donne lieu à des colonies circulaires 

constituées d’hyphes (Eunice et Prosser, 1983), c’est-à-dire de filaments qui irradient par 

croissance centrifuge, tout autour du germe qui leur a donné naissance. (Gottlieb,1973; 

Lechevalier et Lechevalier, 1981; Eunice et Prosser, 1983). 

Le mot «Actinomycètes» provient de deux substantifs grecs « Aktis » et «mykes» qui 

signifient «champignons à rayon» ou «champignons rayonnants». Leur cycle biologique est 

semblable à celui de certains champignons, mais leur structure procaryotique, sans noyau 

distinct,Ils sont  classés parmi lesbactéries. 

 

Les Actinomycètes constituent l’ordre des Actinomycétales (Mariat et Sebald, 1990). 

Ce sont des procaryotes à coloration Gram positif (Williams et al ; 1993; Sanglier et 

Trujillo,1997) dont le coefficient de Chargaff (GC%) est supérieur à 55%, généralement 

compris entre60 et 75% (Ensign, 1978; Larpent et Sanglier, 1989; Chunetal.,1997). 

Leur croissance est plus lente que celle des autres bactéries; le temps de génération moyen est 

d’environ 2 à 3 heures (Ottow et Glathe, 1968; Larpent et Sanglier, 1989). 

Physiologiquement, les Actinomycètes sont aérobies mais certaines sont aérobies facultatives. 

La plupart des Actinomycètes sont neutrophiles, avec une croissance maximale à pH neutre 

ou légèrement alcalin (Lee et Hwang, 2002). Ils sont généralement mésophiles, cependant, il 

existe des souches thermophiles isolées à une température située entre 50°C et 60°C 

(Edwards,1993). En général, les Actinomycètes sont des microorganismes hétérotrophes 
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mais plusieurs espèces sont capables aussi de croissance chimioautotrophe (Ensign et 

al ;1993). 

1.2 Morphologie  

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

positive (NANJWAD et al ; 2010). La morphologie des différents groupes d’actinomycètes 

est très variable, elle va de formes peu évoluées comme Mycobacterium, à des formes très 

évoluées comme le genre Streptomyces qui forme un véritable mycélium non fragmenté et 

sporulant (SMAOUI, 2010) 

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

compose d'organismes qui ne présentent pas de caractéristiques morphologiques particulières 

et forme seulement une masse de filaments ramifié. 

Le second comprend les organismes qui sont morphologiquement plus complexes que le 

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

coupe transversale d’une colonie d’actinomycète. 

 

 

Figure 1 : Coupe transversale d’une colonie d’actinomycète avec des hyphes vivants (bleus-

verts) et morts (blancs). Le mycélium végétatif et le mycélium aérien avec des chaînes de 

conidiospores sont représentés (PRESCOTT et al., 2003). 

 

Les colonies formées par les actinomycètes sur des milieux solides présentent différents 

aspects macroscopiques qui peuvent être regroupés en trois types :  

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

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

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

au milieu par des crampons. 
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1.3 Ecologie et distribution des actinomycètes dans la nature  

Les actinomycètes sont adaptés à divers milieux écologiques (GOODFELLOWet al ;1983) . 

Elles peuvent être dans les sols, dans les eaux douces ou salines et dans l'air. Toutefois, elles 

sont particulièrement abondantes dans le sol, spécialement dans les sols alcalins et les sols 

riches en matières organiques où elles constituent une part importante de la population 

microbienne (LOQMAN, 2009). 

Tableau 1 :Répartition de quelques genres d’actinomycètes par type d’habitat 

(GOODFELLOWet al ; 1983). 

Genre Habitat 

Actinomadura 

Actinoplane 

Frankia 

Microbiospora 

Micromonospora 

Rhodococcus 

 

Saccharomonospora 

Streptomyces 

Steptosporangium 

Sol 

Sol,Eau,Litière 

Nodules des racines  

Sol  

Sol, Eau 

Sol,Eau,Fumier,Litière,Matière en décomposition  

Sol,Eau,Litière 

 Sol, Eau  

Matière en décomposition et en fermentation 

 

1.3.1 Les sols 

Les actinomycètes sont largement répandus dans tous les sols à l’exception des sites exposés à 

des conditions extrêmes. Ils sont surtout présents dans la couche comprise entre la surface du 

sol et jusqu’à 2 m de profondeur. Ils produisent des substances spécifiques tels quela 

géosmine et le 2-méthyl isobornéol (MIB) qui sont responsables de l’odeur d’humus 

caractéristique des sols (Omura, 1992 ; Zaitlinet al ; 2003). Leur nombre varie dans de fortes 

proportions selon les cas mais il est courant dans des terres fertiles de dénombrer 106 unités 

formants colonies par gramme de terre sèche. 

Leurs proportions par rapport aux autres microorganismes oscillent entre 10 et 50 %. Les 

genresStreptomyces, Nocardia et Micromonosporasont les plus fréquents, le genre 

Streptomycescouvre, à lui seul, 95 % des souches d’actinomycètes isolées (Omura, 1992 ; 

Zaitlinet al ; 2003). 
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1.3.2 L’air 

 La présence d’Actinomycètes dans l’air, sous forme de propagules, est proportionnelle aux 

poussières dispersées par le vent.  

L’aire constitue pour les actinomycètes un moyen de transport non pas un habitat (Gazenko 

et al ; 1989 ; Reponen et al., 1998). Les actinomycètes se développent et libère leurs spores 

dans l’air provoquant lorsque elles sont inhalées des maladies respiratoires (Gazeno et 

al ;1985 ; Suntari et al ;2002). 

1.3.3 Les composts  

Des actinomycètes ont été isolés des composts, il s’agit de genres thermophiles tels que 

Thermoactinomyces, Sacharomonosporaet d’autres thermotolérants tels que Microbispora, 

Micropolyspora, Pseudonocardia. Les actinomycètes sont actifs dans les derniers stades du 

compostage. Ils se sont spécialisés dans l’attaque des structures plus résistantes comme la 

cellulose, l'hémicellulose et la lignine (Ensignet al ;1993 ; Lacey, 1997; Song et al ; 2001). 

1.3.4 Eaux douces et milieux marins 

Les Actinomycètes ont été également isolés à partir des environnement aquatiques tels l’eau 

marine et les sédiments marins ( Jansen et al ;1991 ; Ghanem et al ;2000) 

 L’écologie des actinomycètes marins a été discutée par Goodfellow et Williams en 1983 

(Goodfellow et Williams, 1983) , Il a été démontré que les actinomycètes constituent une 

petite partie de la flore totale marine, mais leur nombre est faible par comparaison à celui dans 

dans les eaux douces ou les sols (Kitouni et al ;2005). 

1.4 Physiologie des actinomycètes  

Au niveau du sol, les actinomycètes représentent l’une des principales communautés 

microbiennes. Leur présence est significativement influencée par les conditions environnantes 

l’humidité, la température, le pH, la salinité, le type de sol, la profondeur dans le sol, les 

faibles taux d’humidité, la nature et l’abondance de la matière organique et la végétation du 

sol (Sykes et Skinner, 1973 ; Basilio, 2003).  

1.4.1 Le taux d’humidité 

 En général, les actinomycètes ont été isolés dans des sols contenant des taux faibles jusqu'à 

modérés d’humidité, ce qui suggère qu’ils ne sont pas beaucoup influencés par les conditions 

semi-arides (Oskay et al ; 2004 ; Prescott et al ;2007). 

1.4.2 Oxygène  

On peut deviser les actinomycètes en deux groupes selon leurs types respiratoires :  
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- Les formes fermentatives anaérobies strictes ou facultatives, représentées par le genre  

typeactinomyces, ils sont commensales obligatoires des cavités naturelles de l’homme et des 

animaux supérieurs.  

- Les formes oxydatives aérobies, telles que les Streptomyces, sont abondantes dans la¬ 

nature en particulier sur le sol (Avril et al ; 1992). 

1.4.3 .Température  

La température optimale des actinomycètes mésophiles est situé entre 25 et 30 C°. Selon 

(Holt et al ;1994), il existe des espèces thermophiles et même psychrophiles dans le 

genreThermoactinomyces dont la température optimale peut atteindre 60°C, comme 

Streptomycesthermocoprophilus(Kim et al ; 2000 ; Rangaswami et al ;2004). 

1.4.4. pH : 

La plupart des actinomycètes du sol sont neutrophiles et croissent dans un intervalle de pH 

compris entre 5 et 9 avec une croissance optimale à pH neutre ou légèrement alcalin (Lee et 

Hwang, 2002). Les procédures d’isolement ont été traditionnellement basées sur ce caractère 

de neutralité 

Des travaux ont montré l’existence d’une large diversité d’actinomycètes acidophiles qui 

différent morphologiquement des espèces neutrophiles (Basilio, 2003). Les souches 

acidophiles croissent à des valeurs de pH comprises entre 3.5 et 6.5 avec un pH optimal de 

croissance compris entre 4.5 et 5.5 tel que : Streptacididiphillusjiangxiensis (Huang et 

al ;2004) et Streptacidiphilusorzae (Wang et al ; 2006). 

1.4.5 Activité de l’eau  

 Généralement, les actinomycètes ont été isolés à partir des sols à des taux faible jusqu'à 

modérés d’humidité, ce qui permet de dire qu’ils ne sont pas trop influencés par les conditions 

semi-arides (Oskay et al., 2004 ; Prescott et al ; 2007). L’activité d’eau optimale pour leur 

croissance et leur développement est d’environ 0,98 (Zvyagintsev et al ;2005). 

En 1986, Henis a montré que le nombre des actinomycètes est corrélé positivement avec le 

taux de matière organique et que de larges populations d’actinomycètes coïncidaient avec des 

taux relativement élevés organique, quelque soit le taux de la salinité du sol (Lee et Hwang, 

2002). 
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2. Taxonomie des actinomycètes  

Les actinomycètes appartiennent au règne des Procaryotes, à la division des Firmicuteset à 

l’ordre des actinomycétales, ce dernier est divisé en 10 sous ordres Actinomycineae, 

Micrococcineae,Corynebacterineae,Micromonosporineae,Propionibacterineae, 

Pseudonocardineae, Streptomycineae,Streptosporangineae,Frankineae et Glycomycineae 

(Larpent, 2000). En se basant sur les caractéristiques de la paroi : le type de l’acide diamino-

pimélique, la présence de la glycine dans les ponts inter-peptidiques et le contenu en sucres du 

peptidoglycane (Lechevalier,1980). 

D’autres propriétés morphologiques et génétiques précieuses sont utilisées dans la taxonomie 

des actinomycètes, telles que, la couleur des mycéliums et des sporanges, la disposition des 

conidiospores, le pourcentage en GC de l’ADN, la composition en phospholipidique des 

membranes cellulaires et la résistance des spores à la chaleur (Prescott et al ;2003). 

Les bactéries associées au groupe des actinomycètes filamenteux sont toutes très proches d’un 

point de vue phylogénétique (Madigan et Martinko, 2007).Des techniques plus nouvelles 

ont été appliquées à la taxonomie des Actinomycètes, la comparaison des séquences de 

l’ARNr 16S s’est révélée précieuse (Prescott et al ;2003).Une autre technique consiste à 

extraire des fragments d’ADN digérer par des enzymes de restriction, séparer et comparer par 

la technique d’électrophorèse en champ pulsé (Prescott et al ;2003). 

Cependant, la classification traditionnelle, comportait quatre grandes familles à été 

profondément remaniée par les techniques nouvelles citées ci-dessus. 

Actuellement, dans l’ordre des Actinomycétales, plus de trentaine familles telles que 

Mycobactériacées, Actinomycétacées(ou Proactinomycètes), Streptomycétacées, 

Actinoplanacées (Figure 2) (Henri, 1969). 

 

 

Figure 2 : Principaux genres dans les Actinomycètes (Stanier, 1965). 
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3. Classification  

3.1. Mycobactériacés 

Ceux-ci ont une morphologie voisine à celle des bactéries, comme ils ont des affinités avec 

les Corynebacteries et les bactéries lactiques. L’acido résistance est la seule propriété quiles 

fait séparer des autres familles. Spécialisés avec leur mycélium rompant avec 

bâtonnetsramifiés et irréguliers. Leur genre illustrant Mycobacteriumcompte certaines 

espècespathogènes d’où la plus connue est Mycobacteriumtuberculosis l’agent de la 

tuberculose(Stanier, 1965). 

3.2. Actinomycétacées (ou Pro-Actinomycètes) 

Cette famille est représentée par les genres Nocardiaet Actinomyces. Le genre 

Nocardiacomprend de nombreuses espèces très répandues dans le sol. Les colonies, difficiles 

à distinguer des colonies bactériennes (Figure. 2) (Stanier, 1965). 

3.3 Streptomycètacés  

Il s’agit d’un groupe hétérogène mais dont tous les membres possèdent de l'acide 

diaminopimélique et de la glycine dans le peptidoglycane. Des hyphes stables sont formés et 

peuvent produire des mycéliums aériens avec de longues chaines de spores (c’est le cas de 

Streptomyceset de Streptoverticillium) (Locci, 1989). 

 Parmi les genres de cette famille : Le genre Streptomyces 

Les Streptomyces représentent le genre majoritaire des Streptomycetacés (95,34 %). Il s’agit 

de bactéries du sol filamenteuses, dont les hyphes, de longueur variable, ont un diamètre 

compris entre 0,5 et 2,0 µm. ils se diffèrent par rapport à Nocardiapar leur mycélium végétatif 

persistant à n’importe quel stade du développement en plus par leur reproduction qui se fait 

par les conidies en chaine. Leur cycle biologique est semblable à celui des champignons 

(Breton et al.,1989). Quelques espèces sont pathogènes pour les hommes et les animaux et 

d’autres sont phytopathogénes (Locci, 1889). 

3.4.Les actinoplanacées 

Les espèces appartenant à cette famille ont un cycle qui présente un stade mobile (sporangio 

sporesmobiles). Le genre Actinoplanesest aquatique (Figure. 2) (Stanier,1965). 

4. Critères actuels d'identification 

La définition des genres et des espèces se fonde sur un ensemble de caractères 

morphologiques, fonctionnels, chimio taxonomiques et génomiques. L’ensemble des 

caractéristiques de chaque taxon bactérien est répertorié dans le manuel Bergey, un ouvrage 
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de référence pour la taxonomie des bactéries, qui comprend un volume en deux parties dédié 

aux Actinobacteria (Bergey’sManual of Systematic Bacteriology,2012). 

4. 1 Critères morphologiques  

Les caractères morphologiques principalement utilisés dans la classification des 

actinomycètes sont (Silini, 2012) :  

 La présence de l’importance et la disposition des hyphes du mycélium du substrat ou 

du mycélium aérien 

 La présence de spores, leur mobilité, leur disposition sur les hyphes et leurs formes. 

4.1.1 . Caractéristiques micromorphologiques 

La micromorphologie de quelques genres principaux est schématisée dans la figure2. Elle est 

déterminée par observation directe au microscope optique (objectifs 10 et 40) des cultures 

poussant sur les milieux gélosés. Certains détails nécessitent l‟observation entre lame et 

lamelle en utilisant l‟objectif 100 du microscope optique ou parfois l‟utilisation du 

microscope électronique à balayage ou à transmission (Tresner et al., 1961). Les 

observations portent sur le MA et le MS. 

4.1.1.1.Mycélium aérien (MA) 

- MA stérile, fragmenté ou sporulant. 

- spores mobiles ou non, isolées ou regroupées par 2, par 4 ou en chaînes plus ou moins 

longues. 

Les spores peuvent être sessiles ou portées par des sporophores courts ou longs ou encore 

formées anarchiquement sur le MA. Les chaînes de spores peuvent être droites à flexueuses 

(type RF =  Rectus  Flexibilis), en crochets ou en boucles fermées (type RA =  Retinaculum 

Apertum) ou  encore  spiralées  (type  S  =  Spira).  La  surface  des  spores  (observée  au  

microscope électronique) peut être lisse, rugueuse, épineuse ou chevelue.  

- présence ou non de structures particulières comme les sporanges, les sclérotes les synnemata 

ou les endospores. 

4.1.1.2.Mycélium du substrat (MS) 

 MS stérile ou non, fragmenté ou persistant. production ou non de spores (mobiles ou non) ou 

de sporanges. 
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5. Caractéristiques micromorphologiques 

 La taxonomie et l’identification des genres des actinomycètes sont basées sur plusieurs 

critères ; morphologiques, chimiques, physiologiques et moléculaires (Smaui S , 2010) 

5.1.Morphologiques : le mycélium est fragmenté ou non, présence ou non de mycélium 

aérien, couleur des mycélia, production des spores, etc. 

5.2.Moléculaires : détermination du (G+C)%, séquençage des gènes de l’ARNr 16S, 

Hybridation ADN-ADN. 

 6- Importance des actinomycètes 

6.1.Dans le domaine pharmaceutique, médical et vétérinaire  

Les actinomycètes sont particulièrement utiles à l’industrie pharmaceutique pour la capacité 

de produire des métabolites secondaires de diverses structures chimiques et d’activité 

biologique (Oskay, 2011). Les actinomycètes sont les producteurs d’antibiotiques les plus 

efficaces dumonde vivant. Plus des deux tiers des quelques six mille antibiotiques isolés 

jusqu’icisont produits par cet ordre de bactéries par exemple : l’actinomycine, 

streptomycine,néomycine, candicidine, etc. (Berdy, 2005). 

Près de 20% des antibiotiques sécrétés par les streptomycètes ont un pouvoir antifongique, les 

80% restants ayant des propriétés assez diverses :antibactériennes, antibactériennes et 

antifongiques à la fois, antivirales, insecticides, antihelminthes etc.(Buckingham, 1997). Ce 

qui a fait des streptomycètes les principaux organismes producteurs d'antibiotiques exploités 

par l'industrie pharmaceutique. Les membres de groupe streptomycètes sont, en outre, 

producteurs de médicaments antitumoraux cliniquement utiles tels que les anthracyclines 

(aclarubicine, daunomycine et doxorubicine), les peptides (bléomycine et actinomycineD), les 

acides auréoliques (mithramycine), les édiédynnes (néocarzinostatine), l’antimétabolites 

(pentostatine), carzinophiline, mitomycines et autres (Olanoet al. 2009).Plusieurs études ont 

fait état d'actinomycètes produisant de nouveauxmétabolites ayant des activités antivirales 

contre plusieurs virus pathogènes,notamment le virus de l'encéphalite équine occidentale, le 

VIH-1, le virus Zika, le virusde l'herpès simplex résistant à l'acyclovir de type 1 ainsi que les 

virus grippaux A et B (Jakubiec-Krześniaket al.2018 ; Chiba et al.2004 ; Sacramento et 

al ;2004). Les antibiotiques des actinomycètes sont utilisés aussi dans le traitement 

de certaines maladies des plantes (Tomita et al ;1990). En plus, les antibiotiques produitspar 

les actinomycètes ont également trouvé une application dans les élevages industriels 

d’animaux (Khachatourians, 1998). En effet ils sont utilisés non seulement pour combattre 
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les maladies, mais aussi dans l’alimentation pour accroitre les rendements zootechniques 

(Schwarz et al ; 2001). 

6.2. En agronomie 

Les actinomycètes ont un rôle important dans le recyclage de la matière organique grâce à 

leur capacité de dégrader des substances complexes et incapables d’êtres décomposer par les 

autres bactéries non mycéliennes et les champignons (Lamari, 2006), telles que la lignine, la 

cellulose, la chitine, la kératine (cité par Bakour, 2006). Ils participent donc activement à la 

fertilisation des sols et décomposent les déchets urbains à haute teneur en produits chimiques 

 Les actinomycètes exercent une influence sur la croissance des plantes, et protègent les 

racines contre les invasions des champignons (Yilma et al ; 2008). Certains antibiotiques 

sécrétés par les actinomycètes ont trouvé une application dans la lutte contre quelques 

maladies des plantes, comme c’est le cas de la kasugamycine, les polyoxines et la blasticidine. 

Ces derniers ont été isolés grâce à leur très forte activité contre certaines maladies du riz et 

sont utilisés depuis longtemps et à grande échelle dans l’agriculture japonaise (Lamari, 

2006). 

6.3. En biotechnologie 

Ce sont des microorganismes d’intérêt industriel par excellence, un producteur important des 

antibiotiques et d’autres molécules et substances bioactives (Yala, 2001). Jusqu’ici, environ 

deux tiers des antibiotiques connus ont été sécrétés par les actinomycètes (Xue, 2009), le 

genre Streptomyces sécrète plus de 80% de ces molécules et il est très exploité (Badji et al ; 

2006). 

La majorité des antifongiques naturels est d’origine microbienne et près de la moitié est 

synthétisée par les actinomycètes, en particulier, par Streptomyces (Badji et al ; 2005). En ce 

qui concerne l’activité antifongiques des actinomycètes, elle ne se limite pas seulement aux 

champignons filamenteux mais s’entend aux levures et aux dermatophytes. 

Ils sont également une source prometteuse de large gamme d’enzymes importantes, qui sont 

produites à l’échelle industrielle (Laccase, tyrosinase et cellulase…ect). Ils produisent des 

inhibiteurs enzymatiques utiles pour le traitement du cancer et les immunomodifiants qui 

améliorent la réponse immunitaire, ils ont la capacité de dégrader une large gamme 

d'hydrocarbures, de pesticides et de composés aromatiques et aliphatiques (SKplovska et 

al ;2003), ils effectuent des transformations de composés organiques. 

De nombreux genres d’actinomycètes peuvent être potentiellement utilisés dans la 

bioconversion des déchets agricoles et urbains sous-utilisés en produits chimiques de haute 
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valeur. Leur potentiel métabolique offre un domaine de recherche important, la Figure 03 (ci 

dessous) présente une brève description des applications importantes des actinomycètes 

 

Figure 3 :Applications biotechnologiques des actinomycètes (Anandan, 2017). 

 

6.4.Les Actinomycètes en tant que microorganismes pathogènes et nuisibles  

Les actinomycètes peuvent être phytopathogènes. Nocardia vaccini, Rhodococcus fasciens et 

quelques espèces de Streptomyces dont S.scabies, infectent plusieurs plantes. Dont la pomme 

de terre (GoodFellow et Williams, 1983). Plus nombreux sont les genres et espèces 

d’actinomycètes pathogènes pour l’homme et les animaux. Certains sont connus depuis très 

longtemps, comme les agents de la tuberculose et la lèpre (Mycobacterium). Des espèces 

comme Nocardia asteroides, Actinomyces israelii, Dermatophilus congolensis, Streptomyces 

somaliensis, sont également responsables de diverses infections telles que les antimycoses, les 

nocardioses pulmonaires et systémiques. D’autres genres et espèces peuvent être des 

pathogènes opportuniste (Mishra et al ; 1980; Lechevalier1981). Certains sont responsables 

de sérieuses réactions d’hypersensibilité et d’allergies pulmonaires (Lacey, 1981).     
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II .Les antibiotiques produits par les actinomycètes 

II.1Classification des antibiotiques 

La diversité et la complexité des antibiotiques imposent la nécessité de les classer selon 

plusieurs critères : 

II 1.1.Structure chimique  

Selon la structure chimique assez proche des antibiotiques, près de 7000 de ces molécules ont 

été classées dans 9 familles et dans de nombreuse sous familles (Boudjelal, 2012). 

Tableau 2 :Classification des antibiotiques selon leur structure chimique (Boudjel et 

al ;2012). 

 

Familles Sous familles Exemples 

Antibiotiques contenant des 

glucides 

-Glucides purs 

-Aminoglycosides 

-Glycopeptides 

-Nojirimycine 

-Streptomycine, gentamicine, 

kanamycine. 

-Vancomycine, ristocétine 

Lactones macrocycliques  

-Macrollides 

-Polyènes 

-Macorlactames 

-Erythromycine, spiramycine 

-Nystatine, amphotéricine 

-Maytansine 

Quinones et antibiotiques 

apparentés 

-Composés polycycliques 

linéairement accolés 

-Anthraquinones 

-Naphtoquinones 

-Benzoquinones 

-Tétracyclines 

-Anthracycline 

-Rubomycin 

-Mitomycines, saframycine 

Acides aminés et peptides  

-Dérives d’acides aminés 

-Homopeptides 

-Depsipeptides 

-Lipopeptides 

-Péniciline, cyclosérine 

-Bacitracine 

-Valinomycine 

-Polymyxines 

Antibiotiques hétérocycliques 

contenant l’azote 

-Hétérocycle non accolés 

-Hétérocyles condensés 

-Mildiomicine 

-Phénazines 

Antibiotiques hétérocycliques 

contenant l’oxygène 

-Dérivés du furane 

-Polyéthers  
-Monensine 
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Antibiotiques aromatiques  

-Composés benzéniques 

-Composés aromatques 

condensés 

-Autres dérivés 

-Chloramphénicol 

-Griséofulvine 

-Novobiocine 

Antibiotiques alicycliques  

-Dérivés du cyclo-alcane 

-Terpène 

-Oligoterpènes 

-Cycloheximide 

-Acide marasmique 

-Acide fusidique 

Antibiotique aliphatiques  

-Dérivés d’alcanes 

-Dérivés des acides 

carboxyliques aliphatiques 

 

-Composés contenant du 

phosphore 

-Elaiomycine 

-Cérulénine 

-Fosfomycine 

 

II.1.2.Spectre d'action 

Le spectre d’action d’un antibiotique se caractérise par l’effet de cette molécule sur une 

espèce bactérienne en tenant compte des résistances naturelles et acquises de cette dernière. 

L’établissement de ce spectre est une étape primordiale avant la mise sur le marché d’un 

antibiotique donné. Ce spectre est évolué en fonction de l’apparition de résistances chez 

certaines espèces et de l’expérience clinique (Cavallo et Mérens, 2008). 

II.1.3. Origine de l’antibiotique 

Les antibiotiques proviennent des moisissures ou champignons, des bactéries ou même de la 

synthèse partielle ou totale. Les espèces de Streptomycesreprésentent les plusimportantes 

sources d'antibiotiques utilisées en thérapeutique (Mazri, 2015). 

II .2.Mode d’action des antibiotiques 

Le mode d‟actiond‟un antibiotique est en relation avec sa structure chimique. En général, à 

chaque classe d’antibiotique est associé un site d‟action dans la cellule microbienne. Ce site 

peut être la paroi cellulaire, la membrane plasmique, les ribosomes ou les composants 

génétiques (figure 4). Cette activité se manifeste sous forme d‟inhibition enzymatique de type 

compétitif par analogie structurale (ex.:cyclosérine), de fixation sur les sous-unités 

ribosomiques (ex.: macrolides), d‟inhibition de la formation des liaisons peptidiques au 
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niveau des ribosomes (ex.: chloramphénicol), de complexion avec des enzymes (ex.: 

sulfamides), etc. 

 

Figure 4 :Principaux cibles et modes d'action des antibiotiques (Davies et Mazel, 1997) 

II.2.1. Antibiotiques inhibant la synthèse de la paroi bactérienne  

La synthèse de la paroi bactérienne comporte trois étapes successives : 

qui se passe à l'intérieur de la bactérie, consiste en la formation des unités de base, 

l'UDPacéthyl-glucosamine et l'UDPpassage par un système de transporteurs lipidiques à 

travers la membrances deux précurseurs et leur addition pour former une molécule de 

disaccharide. Au cours de la troisième étape, cette molécule s'intègre au peptidoglycane 

préexistant et, à cestade, deux enzymes essentielles interviennent : une transglycosylase 

(Smaoui, 2010).Chacune de ces trois étapes peut être perturbée par l'action des antibiotiques. 

Parexemple, les β-lactames inhibent la dernière étape de la synthèse du peptidoglycane. 

II .2.2.Antibiotiques inhibant la synthèse des protéines  

Ce sont les plus nombreux, comprenant notamment les macrolides, les streptogramines, les 

tetracyclines, les aminosides (ou aminoglycosides), le chloramphenicol, l’acide fusidique 

(NyOnyNdrinarijaona, 2004). 

II 2.2.1.Macrolides  

Les macrolides sont des macrolactones qui inhibent la synthèse protéique bactérienne en se 

fixant sur l'unité 50 S du ribosome. Ils sont des bactériostatiques (Hazar, 2010). 
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II 2.2.2Aminoglycosides 

Les aminosides agissent également au niveau des ribosomes bactériens. Ils se fixent sur des 

sites des sous-unités 30S et/ou 50S des ribosomes entraînant leur déformation et perturbent 

ainsi la synthèse des protéines. Les aminosides induisent également des erreurs de lecture de 

l’ARN messager provoquant ainsi une synthèse protéique anormale (Merad, 2014). 

II 2.2.3.Chloramphénicol  

On trouve, le thiamphénicole, le florfénicole, et le chloramphénicol. Ce sont des 

bactériostatiques, ils agissent au niveau de la sous unité 50 S du ribosome, et ceci a 

pourconséquence une inhibition de la synthèse des protéines (Hazar, 2010). Ils ont un 

effetbactériostatique (Lavigne, 2007). 

II .2.2.4. Tétracyclines  

Les tétracyclines sont des molécules naturelles et hémi-synthétiques qui inhibent la traduction 

en se fixant sur la sous-unité 30S du ribosome et bloque ainsi la croissance bactérienne 

(Oberlé, 2012 ; Lavigne, 2007). 

II .3.Métabolites des actinomycètes  

II .3.1.Le métabolisme des actinomycètes  

La différenciation morphologique s'accompagne d'une différentiation métabolique. Un 

métabolisme secondaire se met en place donnant lieu à la biosynthèse de composés d'une 

extraordinaire diversité de structures et d'activités biologiques (Choulet, 2006). Deux des 

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 

(Theilleux, 1993). En effet, la streptomycine fut le premier antibiotique ayant pour origine 

une souche de Streptomyces.  

D’après (Tarkka et Hampp ,2008), les métabolites secondaires des Streptomycètes peuvent 

être séparés en quatre classes distinctes en fonction de leur activité biologique : 

-Agents antagonistes, comportant des antibiotiques, des antifongiques, des antiprotozoaires et 

même des antiviraux.  

 Agents pharmacologiques tels que des antitumoraux et des inhibiteurs d’enzymes. 

 Agents agrobiologiques tels que des pesticides et des herbicides. 

 Composés à activité régulatrice, tels que des facteurs de croissance. 
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Ces propriétés traduisent la richesse tout à fait remarquable du métabolisme cellulaire dece 

groupe microbien (Theilleux, 1993).  

La diversité métabolique de la famille des Actinomycetaceaeest due à leur génome de grande 

taille qui renferme des centaines de facteurs de transcription contrôlant l’expression des 

gènes, leur permettant de répondre à des besoins spécifiques (Singh et al ; 2006). 

II 3.2.Le métabolisme primaire  

Le métabolisme primaire des actinomycètes est semblable à celui des autres organismes. Les 

métabolites primaires ou généraux essentiels forment la structure cellulaire et permettent le 

fonctionnement du métabolisme général (Theilleux, 1993). 

II 3.2.Le métabolisme secondaire  

Le métabolisme secondaire se différencie du métabolisme primaire par le fait qu'il concerne 

des métabolites non directement impliqués dans la croissance et la vie de l'organisme 

(Theilleux, 1993). De manière générale, le métabolisme secondaire est considéré comme 

l’ensemble des voies de synthèse de composés qui n’ont ensuite pas des fonctions apparentes 

dans le métabolisme cellulaire (Colombié, 2005). 

Parmi les microorganismes producteurs de métabolites secondaires possédant une activité 

anticellulaire, 70% appartiennent au groupe des Actinomycètes et parmi eux, on trouve 95% 

de Streptomyces. Environ 21% de ces métabolites présentent une activité antifongique se 

répartissant également entre substances de structure polyénique et nonpolyénique(Bastide et 

al ; 1986). 

Après les antibiotiques, les enzymees sont les produits industriels les plus importants des 

actinomycètes (Theilleux, 1993). En effet, ce sont d’excellents producteurs d’enzymes à 

utilisation industrielle telles que des amylases, des cellulases, des xylanases et des lipases 

(Park et al ;2002). 

Les protéases d’actinomycètes sous forme libre ou immobilisées sont employées dans les 

industries alimentaires, pharmaceutiques, en tannerie et comme additifs dans les détergents 

(ex : pronase de S.griseus) (Theilleux, 1993). Par ailleurs, les Actinomycètes produisent de 

fortes quantités de chitinases et de β-1-3- glucancase et causent des plasmolyses et des lyses 

des parois cellulaires des germes pathogènes (Conn, 2005). 
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II .4.Les substances bioactives 

II.4.1. Les enzymes 

Les enzymes sont les produits industriels les plus importants desactinomycètes (Theilleux, 

1993). En effet, ce sont d’excellents producteurs d’enzymes àutilisation industrielle telles que 

les protéases, les chitinases (Tanaka et Omura, 1990 ;Vonothini et al ; 2008), les amylases, 

les cellulases, les xylanases et les lipases (Park et al ;2002). A titre d’exemple : la D-xylose 

isomérase, plus connue sous le nom de glucoseisomérase, produite par l’espèce 

Actinoplanesmissouriensiset plusieurs espèces deStreptomyces, est utilisée pour obtenir des 

sirops riches en D-fructose.Un complexe amylasique issu de Streptomyceshydroscopicuset 

Streptomyces. praecoxa été exploité pour préparer des sirops riches en maltose. Les 

protéasesd’actinomycètes sous forme libres ou immobilisées sont employées dans les 

industries alimentaires, pharmaceutiques, en tannerie et comme additifs dans les détergents 

(ex : pronase de S. griseus) (Theilleux, 1993). 

Par ailleurs, les actinomycètes produisent de fortes quantités de chitinases et de β-1-3- 

glucanase et causent des plasmolyses et des lyses des parois cellulaires des pathogènes 

(Conn, 2005). D’après Park et al ; (2002), les chitinases produites et sécrétées par les 

actinomycètes agissent sur les cuticules des nématodes adultes et provoquent ainsi leur mort. 

Notamment l’espèce Streptomycescoelicolorqui sécrète de nombreuses hydrolases incluant : 

60 protéases/ peptidases, 13chitinases/ chitosanases, 8 cellulases/ endoglucanases, 3 amylases 

et 2 pectates lyases (Bentley et al ; 2002). 

II .4.2.Les vitamines 

La vitamine B12 telle qu’elle existe dans la nature peut être produite par des bactéries ou des 

actinomycetes. L’isolement de la vitamine B12 à partir des fermentations d’actinomycetes a 

suscité un intérêt considérable pour la production possible de vitamines par des fermentation 

microbiennes (Rickes et al ; 1948 ; Lichtman et al ; 1949). L’addition de sels de cobalt aux 

milieux semble être un précurseur pour toute les actinomycetes pour produire de la vitamine. 

Comme le cobalt est un agent bactéricide assez efficace, ce précurseur doit être ajouté avec 

précaution. Il a été également démontré que les actinomycetes produisaient d’autres vitamines 

hydrosolubles, telles que, la thiamine et le dérivé d’acide ptèroyl glutamique qui favorise la 

croissance de certaines souches de Leuconostoccitrovorumet de la coenzyme A (Anandan, 

2016). 
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II .4.3.Les pigments 

Les actinomycètes sont caractérisées par la production de divers pigments sur des milieux 

naturels ou synthétiques, ces pigments sont considérés comme une des caractéristiques 

culturales importantes dans la description des organismes. Tous les changements 

phénotypiques induits par des influences environnementales aideront les actinomycètes car, 

ils montrent des colonies morphologiquement distinctives et produisent une variété de 

pigment et de filaments appelés hyphes aériens (Goodfellow et al ; 2012). 

Ces pigments apparaissent habituellement dans différentes nuances de bleu, violet, rouge, 

rose, jaune, vert, brun, et noire (Figure5). 

 

Figure 5 :pigements diffusibles produits par diverses actinobactéries dans le milieu amidon-

caséine agar (Anandan, 2016). 

II .4.4.Les bioherbicides 

Une autre application intéressante de l’actinobactérie est l’utilisation de leurs métabolites 

secondaires comme herbicides contre les mauvaises herbes. 

Streptomyces saganonensis produit des herbicides (herbimycine) qui contrôlent les mauvaises 

herbes monocotylédones et dicotylédones. L’espèce de S. hygroscopicusproduit de la 

coformycinecarbocyclique et de l’hydantocindine, ce qui peut réduire la synthese 

l’aclenylosuccinate en augmentant le contenu de l’ATP (Pillmoor, 1998). 
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II.4.5.Les agents antitumoraux 

Le cancer constitue l’une des pathologies humaines responsables d’un grand nombre de décès 

chaque année. Parmi les métabolites secondaires des actinomycètes, certaines molécules se 

révèlent capables d’inhiber la multiplication des cellules cancéreuses. On peut citer 

l’actinomycine D, les anthracyclines (Daunorubicine, Doxorubicine), la Bléomycine ou 

encore la Mitomycine C. Ces composés agissent en se fixant sur l’ADN. L’Actinomycine D, 

par exemple, se fixe au niveau du complexe d’initiation de la transcription et empêche 

l’élongation par l’ARN polymérase (Sobell, 1985). 

II.4.6.Les antifongiques et antiparasitaires 

Le mot antifongique se réfère à un composé capable de tuer ou d’inhiber la croissance d’un 

champignon. De nombreux antifongiques sont utilisés en médecine. La nystatine produite par 

Streptomycesnoursei est par exemple utilisée pour le traitement de différentes infections par 

des levures, notamment des Candida (Fjaervik et Zotchev, 2005). 

Les antagonistes microbiens sont largement utilisés en lutte biologique contre les 

champignons phytopathogènes. L'activité antagoniste de Streptomycesvis-à-vis des 

pathogènes fongiques est généralement liée à la production de composés antifongiques 

extracellulaires et des enzymes hydrolytiques (Prapagdee et al ; 2008). En plus des 

Streptomyces, d’autres genres appartenant aux actinomycètes sont également des producteurs 

de molécules possédant des activités antifongiques (Sanglier et Trujillo, 1997). Les 

ramicidines sont par exemple des antifongiques produits par une souche 

d'Actinomadurabibisca (Tomitaet al ;1990). 

Le terme antiparasitaire désigne plus globalement un composé permettant de lutter contre 

différents types d’organismes eucaryotes (protistes, insectes, helminthes). Ces métabolites 

présentent des utilités en médecine humaine et vétérinaire, mais aussi en agriculture. 

La Figure  résume les différentes molécules bioactives produites par les actinomycètes. 



Chapitre II                      agents antimicrobiens des actinomycètes 

 
 

22 
 

 

Figure 6 : Métabolites secondaires bioactifs produits par les actinomycètes (Conn, 2005) 

III.Extraction et purification des antibiotiques 

Bien qu’il n’y ait pas de technique universelle de purification des antibiotiques, l’étude des 

antibiotiques ou d’autres substances naturelles nécessite plusieurs techniques et étapes 

d’extraction par différents solvants de polarité différentes et protocoles de purification. Les 

méthodes de purification choisies dépendent des caractéristiques physicochimiques 

prédéterminées complexe actif et  de sa concentration dans le milieu de production. D’après 

(Badji , 2006) l’extraction liquide –liquide à l’aide de solvants non miscibles avec l’eau est 

une opération de purification partielle. 

La figure résume un des protocoles qui peut être utilisé pour la purification d’antibiotique 

décrit par( Zitouni, 2005). 
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1. Isolement des actinomycètes et mise en évidence de l’activité 

antimicrobienne (criblage). 

1.1.Période et lieu de stage 

L’ensemble de ce travail a  été  réalisé au niveau des laboratoires pédagogiques  de Biologie 

1et 2 de la  Faculté  des  Sciences de la  Nature et de la  Vie de  l’Université  Dr «Yahia Fares 

»  à  Médea,  durant  la période s’étalant entre Mars et Avril  2021 et dans laboratoire de 

microbiologie et laboratoire physicochimie  dans le  groupe Saidal  Antibiotical à Médéa 

durant la période du 23 Mai à 6 Juin 2021. 

1.2.L’objectif global  

L’objectif  principal  de  la  présente  étude,  consiste  d’une  part,   en  l’isolement et la 

purification de quelques  souches bactériennes d’actinomycètes   et d’autre part consiste à la 

production  de  molécules   bioactives  à  partir  des  actinomycètes  en  culture  liquide  et 

d’examiner l’activité   antibactérienne vis -à-vis certaines bactéries pathogènes pour 

l’Homme. 

1.3.Protocole expérimental général 

La Figure 7 englobe les différentes étapes suivie dans le protocole expérimental 

1.4.Site des prélèvements des échantillons  

Quatre échantillons de sol ont été prélevés sur deux périodes  Janvier et Mars 2021. 

Le choix du site des prélèvements des échantillons a porté sur des sols de quatre régions : 

Chiffa ,Tameuzguida ,Ben chicao ,Ouzera. La figure suivante illustre le site de prélèvement et 

les différents types de sol. 
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Les sites de l’échantillonnage des sols. 

 

 

Caractéristiques physicochimique du sol des échantillons 

 

Enrichissement des échantillons de sol en utilisant des méthodes  chimiques et physiques 

 

 

                       L’isolement et la purification des bactéries actinomycètes 

 

   Identification des souches bactériennes par des tests physiologiques et biochimiques. 

 

                                            Conservation des souches 

 

l’activité antibiotique des souches d’actinomycètes 

 

         Test antibiogramme des extraits antibiotiques par la méthode de disque. 

 

 

Figure 7 : Les différentes étapes du protocole expérimental 
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Figure 8 : Localisation géographique de (Google Maps, 08/06/2021). 

 

 

 

Figure 9 :Sites de prélèvement (1chiffa,2 tamesguida,3 ben chicao,4 ouzera).(prise 

personnelle2021). 
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1.4.1.Echantillonnage 

Quatre échantillons de sol ont été prélevés entre le mois de janvier et Mars 2021. (Figure 1 et  

2). A l’aide d’une grande spatule stérile : les cinq premie rs centimètres de la couche  

superficielle du sol sont écartés. Cent à cent-cinquante (100 à 150) grammes de terre de la  

couche sous-jacente (entre 5 et 15 cm de profondeur) sont prélevés avec une petite spatule  

stérile, puis sont déposés sur une boite stérile. Les gros débris (pierres, racines  etc.…) sont 

écartés, et environ  50 g sont placés dans un boite  stérile et transportés le plus  rapidement 

possible au laboratoire (Pochon et Tardieux, 1962).  ,  les  échantillons  sont  

immédiatement  conservés au réfrigérateur à 4°C jusqu’à utilisation. 

 

 

Figure 10 : Site de prélèvement des échantillons (prise personnelle 2021) 
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1.5.Caractéristiques physico-chimique du sol des échantillons 

1.5.1. Mesure du pH des échantillons 

Une fois au laboratoire des suspensions de sols sont préparées (5 g de sol pour 12.5 ml d’eau 

distillée). Les pH sont alors mesurés à l’aide d’un pH-mètre selon la technique de  Pochon et 

Tardieux, (1962). 

1.5.2. Pourcentage d’humidité 

Cinq à dix grammes de sol sont séchés pendant 2 jours dans un four à 105°C, jusqu'à 

obtention d’un poids constant  (Lee et Hwang, 2002) . Le pourcentage d’humidité  est calculé 

d’après la relation :  𝑃𝐻 =
𝑃𝐻−𝑃𝑆

𝑃𝐻
 𝑥 100    

H : Humidité en pourcent (%). 

PH : Poids humide de l’échantillon. 

PS : Poids sec de l’échantillon. 

1.5.3. Mesure de la conductivité  de l’extrait aqueux 1/5 

Vingt grammes (20 g)  de terre tamisée dans un tamis de 2 mm sont mis en suspension dans 

100 ml d’eau distillée. Après une heure d’agitation dans un agitateur  rotatif suivie d’une 

demi-heure de repos.  La suspension est ensuit décantée dans un  bécher et la conductivité est 

mesurée à l’aide d’un conductimètre.(Annexe1). 

1.6. Prétraitements des échantillons 

Le traitement des échantillons permet de réduire la croissance de la flore fongique et 

bactérienne, afin, d’augmenté le nombre des actinobactéries contenue dans le sol (Cavala, 

1994).,Quatre échantillons sont prélevés de différents endroits, Chaque échantillon  a subi 

deux types de  prétraitement : 

 Le prétraitement (T 1) : Consiste à chauffer deux grammes de chaque échantillon à  

60°C pendant 30 minutes (Takizawa  et al ., 1993). 

 Le deuxième prétraitement (T 2) : consiste à traiter 1 g de  sol de chaque 

échantillon  avec 0.1 g de  CaCO3 . Le mélange est mis dans une enceinte stérile 

saturée  d’humidité pendant sept jours à 28°C (El-Nakeeb et Lechevalier, 1963) . 

1.7. Les milieux de cultures utilisés 

Les milieux de cultures utilisés pour l’isolement des actinobactéries sont : 

 Milieu ISP2 (International Streptomyces Project) (Ara et al ;2012). 

 Milieu du gausse. 
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 Milieu SCA.    

La  composition  de  ces  trois  milieux  de  culture  est présentée en (Annexe I).  Après  

autoclavage  et  refroidissement  des  milieux  à  une  température  d’environ 45°C. 

1.8. Isolement des actinomycètes 

Pour chaque échantillon, 1g de sol sont dilués dans 9ml d’eau physiologique stérile, puis 

agités au vortex deus fois pendant 5 minutes, cette suspension constitue la dilution 10 -1 . Une 

série de dilutions décimales (jusqu’à 10 -5 ) est effectuée pour chaque échantillon. 400µl par 

dilution par boîte de Pétri sont étalés en surface de trois milieux de cultures : ISP2et milieu 

du  Gausse et SCA (Annexe 1). Les boites de Pétri sont alors incubées à 28°C. Elles sont 

observées après deux, trois et quatre semaines d’incubation. 

 La préparation   des solutions de sol se fait par la méthode de dilutions  des 

suspensions. La  suspension  mère du sol est préparée par l’addition de  1gramme de 

sol, et introduit dans un tube contenant 9 ml  d’eau physiologique stérile. Les 

échantillons sont homogénéisés par agitation au  vortex pendant quelques minutes. Les 

suspensions ainsi obtenues constituen t les solutions à  analyser.  Cette suspension 

mère sert à réaliser des dilutions décimales (Agate et Bath, 1963) . 

1.8.1. Ensemencement et incubation 

À l’aide d’une pipette pasteur stérile sous forme de  râteau , 0,1 ml de chaque dilution  

(10-1à 10-5)   a été étalée  sur  la surface d’un milieu gélosé (d’amidon  caséine ). Les 

boîtes de Pétri sont  incubées à 30°C pendant 7   à  14 jours. Des observations 

régulières sont effectuées chaque  semaine ( Lemriss  et  al ;2003). 
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Figure 11 :Préparation de la suspension-dilution et ensemencement sur le milieu de 

Gausse(prise personnelle2021). 

 

1.9. Purification des souches 

Afin d’obtenir des souches pures, les différentes colonies obtenu e s  ont été repiquées et 

ensemencées à l’aide d’une anse stérile puis purifiées par stries sur le milieu SCA, ISP2 et 

Gausse. 

Les  isolats  obtenus  sont  numérotés  et,  sont  ensuite  ensemencés  dans  des  boites pétrie  

contenant le même milieu de culture. Les tubes sont incubés pendant sept  jours à 28°C puis 

conservés à 4°C (Arifuzzaman et al ; 2010). 

1.10.Conservation des souches 

Seules les colonies à Gram positif présentant  les aspects caractéristiques des actinomycètes, 

1.10.1. Conservation des souches  a court terme 

La méthode de conservation des souches consiste à repiquer les souches en tube sur gélose 

inclinée (Botton et al.,1990), puits incubé 7jour pour les actinomycètes.  

La souche pure doit être conservée à 4°C  pour  une  réalisation  ultérieure  des  tests  

biochimiques,  physiologiques  et  la  technique  de  fermentation. 

1.10.2.Conservation à long terme 

Les isolats d'actinomycètes sont conservées dans une solution de glycérol  à -20ºC. 

 

Figure 12 : méthodes de conservation des souches  à longue terme. (prise personnelle2021). 

 II .Etude des caractérisations des actinomycètes : 

II.1.Caractérisations microscopiques  

II.1.2.Coloration de Gram  
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D’après William  et  al,  (2010), les  bactéries  peuvent  être  groupées  en  deux  catégories  

selon  la  méthode de coloration deGram, qui a été mise au point en 1884 par le 

bactériologiste Danois Hans  Christian Gram. Cet examen est fait sur des frottis minces 

préparés à partir de colonies de chaque  isolatobtenu  sur  le  milieu  caséine  amidon,  ces  

frottis  sont  colorés,  après  observation  à  l’aide d’unmicroscope  optique  à  grossissements  

(x100),  ce  dernier permet  de  remarquer  les formes morphologiques des différentes 

bactéries et indiqué le Gram + et Gram- . 

 Les bactéries « Gram positif» gardent leur coloration violette après 

 Les  bactéries  «  Gram  négatif»  décolorées  par  alcool,  sont  teintées  par  la  

fuchsine  et  apparaissent  roses. 

L’examen,  nous  permet  de déterminer  quelques  caractères morphologiques  des  

Actinomycètes,  concernant le type de Gram+ et des indications sur leurs formes des 

filaments et présence ou absence  de spores isolées (William et al., 2010). 

 

Figure 13 : préparation des frottis(prise personnelle2021). 

II.2. Recherche de catalase  

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

Catalase 

2H2O2                                                               2H2O   +   O2 

 

Cette réaction est mise en évidence simplement par contact de la culture avec une solution 

fraîche de  H2O2 à 10 volumes. Une goutte d’eau oxygénée est placée sur une lame en 

présence d’un échantillon  de  culture.  Un  dégagement  gazeux  abondant  sous  forme  de  
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mousse  ou  de  bulle  traduit  la  décomposition de dioxygène. On dit que le test catalase est 

positif et s’il n’y a pas de bulles, le test  est négatif (Delarras, 2014). 

II.3.Caractérisation physiologique et biochimique   

Une série de tests physiologiques utilisés par les taxonomistes pour la différentiation entre 

certains groupes  d’actinobactéries,  est  retenue  pour  l’identification  des  souches  isolées.  

Ces  tests  sont  :  l'hydrolyse de l'amidon , la dégradation de l’urée (Holt et al., 1994 ; 

Toumatia, 2015). 

II.4.1Hydrolyse de l’amidon : recherche d’amylase 

Ce test est réalisé sur la gélose nutritive contenant 1% d’amidon soluble, le milieu est réparti 

dans des boites de Pétri stériles, puis ensemencés par stries, les boites sont incubés à 30 C° 

pendant 7 jours. Après l’incubation, le milieu est recouvert d’une solution de lugol, 

l’hydrolyse est ainsi mise en évidence par l’absence de coloration autour des colonies, à 

l’inverse, les zones contenant de l’amidon se colorent en brun (Gordon et Smith, 1953). 

II.4.2.La dégradation de l’urée 

Le  milieu  urée-tryptophane  (urée  indole)  est  un  milieu  synthétique  fournissant  un  

ensemble  de résultats utiles à l’identification de nombreux germes bactériens. Ensemencer 

largement la suspension  d’urée indole par la culture d’actinomycètes, et incubée à 7 jours à 

température 30°C. L’observation  d’une alcalinisation traduit une hydrolyse de l’urée et donc 

la souche Streptomyces possède l’enzyme 

uréases. Cette alcalinisation à raison de l’indicateur de pH le rouge de phénol qui se trouve 

dans le  milieu, vire lors d’une réaction positive, de sa couleur jaune orangé au rouge (Jean et 

Guy, 2014). 

II.4.3.Tests de sensibilité aux antibiotiques  

Les  antibiotiques  antibactériens  sont  des  substances  dont  l’action  antibactérienne 

s’exprime, soit en inhibant la multiplication des bactéries, c’est l’effet  bactériostatique  ou 

bactériostase,  soit  en  les  détruisant,  c’est  l’effet  bactéricide  ou  bactéricidie. Le  test  de 

sensibilité des bactéries aux antibiotiques est réalisé par la méthode de diffusion en gélose. 

(Harir, 2018). Les isolats d’actinomycètes pure sont ensemencés en strie à la surface du 

milieu Soja-Agar ou bien Muller Hinton à l’aide d’un écouvillon, Des disques d’antibiotiques 

stérile de 6 mm de diamètre sont déposés à la surface du milieu, Les boites de Pétri sont 

ensuite placées à 4°C pendant 02 heures pour permettre une diffusion des substances (kitouni, 

2007) et après elles sont incubées à la température de 37 °C pendant 24 heures. Les zones 
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d’inhibition formée autour des disques sont alors mesurées. Des disques des antibiotiques ont 

été utilisés : ampicilline et de chloramphénicol et de Néomycin et de Nystacine et Gectapen et 

de Amoxypen. 

 

Figure 14: Antibiotiques utilisés (prise personnelle2021). 

Il existe plusieurs tests biochimiques pour effectuer une près identification, tels que 

l’utilisation de  citrate, la production d'H2S, la catalase, l’hydrolyse de la gélatine, les tests 

des réactions VP et RM  (les  acides  mixtes  par  la  réaction  de  rouge  méthyle  ;  

fermentation  de  butylène  glycolique  par  la  réaction de Voges-Prauskaouer), la réduction 

de nitrate, et l’hydrolyse de la lécithine. 

II.4.4. Utilisation du citrate comme seule source de carbone 

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

moyen  d’un spatule stérile avec un inoculum de la souche. L'incubation s'effectue à 30±1°C. 

L’observation  de la croissance se fait quotidiennement durant une semaine (Marchal et al ; 

1991).L’utilisation du  citrate s’accompagnera d’une alcalinisation mise en évidence par le 

bleu de bromothymol (virage de  la couleur du vert en en bleu) (Jean et Guy, 2014). 

II.4.5.Utilisation des différents substrats carbonés /Production de H2S 

Ce test est réalisé en utilisant le milieu TSI (gélose au Glucose,  Lactose, Saccharose et H2S). 

Des tubes contenant le milieu TSI sont ensemencés puis incubés pendant 7 à 14 jours à 

30±1°C (Marchal et al., 1991). Les résultats se   manifestent comme suit : 

 Lactose-saccharose positif : pente virant au jaune. 

 Glucose positif : culot jaune. 

 H2S positif : noircissement du milieu dans la zone joignant la pente 

II.4.6. réactions VP  

Une colonie de la souche à étudier est ensemencée sur un milieu liquide Clark et Lubs, puis 

incuber  à 30°C pendant 7 jours. Après l’incubation, en divise le milieu dans deux tubes 
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stériles et on ajoute  quelques gouttes de VP I et VP II dans l’un des deux tubes et quelques 

gouttes de réactif rouge de  méthyle sont additionnées dans l’autre tube, s’il y a le virage en 

rouge, le test est positif (Jean et  Guy, 2014). 

II.4.7.Production de nitrate réductase 

Le test de nitrate réductase est effectué sur bouillon nitraté. La réduction des nitrates est 

constatée par  la mise en évidence des nitrites formés à l’aide de deux réactifs  NR1  et  NR2.  

Après  7  à  10  jours  d’incubation,  on  rajoute  les  deux  réactifs  , le test positif se 

manifeste par l’apparition de  couleur  rouge. En l’absence de cette coloration, quelques 

milligrammes de poudre de zinc sont alors ajoutés  s’il ya : 

 Apparition de la couleur rouge : les nitrates du milieu ne sont pas réduits par la 

souche. 

 Absence de coloration : les nitrates sont réduits au-delà du stade des nitrites. 

II.4.8.Hydrolyse de la lécithine et les lipoprotéines 

La lécithine est recherchée sur une gélose riche en jaune d’œuf, coulée en boites de pétri, 

ensemencées  avec les souches à tester par des stries, puis incubées pendant 1 à 5 jours à 28° 

C. Le jaune d’œuf est  un substrat composé de lécithine, triglycérides et d’une lipoprotéine, il 

permet donc de rechercher  trois enzymes : La lécithine : l’apparition d’un halo opaque, blanc 

jaunâtre, à bord net sous la colonie  ou à la limite, indique la présence d’une lécithinase. Si la 

lécithinase est absente, toute l’opacité floue  à  la  surface  de  la  colonie  indique  la  

présence  d’une lipase.  La  lipoprotéinase  est  révélée  par  l’apparition d’un halo claire 

autour de la colonie (Jean et Guy, 2014). 

III Mise en évidence de l’activité antibiotique des souches d’actinomycètes 

III  .1. Mise en évidence de l’activité antibiotique sur milieu solide 

III 1.1. Microorganismes cibles 

Six  microorganismes  utilisées  pour  la  mise  en  évidence  de  l’activité  anti bacterienne   

des extraits d’actinomycètes  sont   des souches de références  (ATCC),  et ont été fournies 

par le laboratoire  de  Microbiologie de groupe saidal antibiotical  ( Tableau 3) . 

Tableau 3 : Références des bactéries indicatrices 

Germes Gram Référence 

Staphylococcus aureus Positif ATCC 6538 
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Escherichia coli Négatif ATCC 8739 

Candida alibicans Positif ATCC 10231 

Salmonella typhimurium Négatif ATCC 14028 

Staphylococcus epidermidis Positif ATCC 12228 

Pseudomonas aeruginosa Négatif ATCC 9027 

ATCC: American Type Culture Collection. 

III.1.2. Standardisation de l’inoculum 

La méthode de standardisation des germes cibles utilisée  est celle des   suspensions dilutions  

; accompagnée de la mesure de la densité optique de la suspension bactérienne, à une 

longueur d’onde propre aux germes cible (Billerbeck and Matan, 2008). 

A partir d’une culture de 18h sur le milieu nutritive (GN), une suspension de chaque bactérie-

test en eau physiologique (9% de NaCl) est préparée. La densité cellulaire de chaque 

suspension est ajustée par dilution dans l’eau physiologique stérile et en comparaison avec la 

solution à 0,5% de McFarland (densité optique égale à 0,2 à une longueur d’onde 

correspondante à chaque souche) de façon à obtenir d’une concentration finale de 108 

UFC/ml, ensuit, un ensemencement par écouvillonnage est réalisé sur milieu Muller Hinton 

(Cavalla et Eberlin, 1994). La mise en évidence de l’activité antibactérienne a été réalisée 

par la méthode des cylindres d’Agar (Patel et Brown, 1969  ;   Boughchiche et al ;2005). 

 

Figure 15 : Reactivation des souches de Référence (ATCC). (prise personnelle2021). 

III.1.3.  Technique des cylindres d’agar 

Les souches d’actinomycètes ont été   ensemencées en stries serrées à la surface du milieu  

gélosé   SCA (a fin de former  un tapis homogène). Après incubation à 28°C  durant une 

période donnée,  pour chaque souche étudiée, des cylindres d’agar de 06 mm de diamètre ont 

été prélevés à l’aide d’un emporte- pièce. 
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Les cylindres d’agar sont déposés à la surface du milieu Mueller Hinton ou bien(soja agar) 

préalablement ensemencé par écouvillonnage avec les bactéries  cibles    (107 UFC/ml). Les 

boites de Pétri portant les cylindres d’agar sont placées à 4 °C pendant deux heures pour 

permettre la diffusion des substances bioactives élaborées par les souches contrôles, puis 

incubées à 37 °C pendant 24 heures (Gungi et al.,  1983). 

L’activité inhibitrice se traduisant par l’apparition d’une zone d’inhibition a été appréciée 

après 18h à 24h d’incubation. Les souches  présentant une bonne activité vis- à- vis des 

germes cibles seront sélectionnées pour la suite du travail. 

 

Figure 16 : Mise en évidence de l’activité antimicrobienne des isolats d’actinobactéries  sur 

milieu Mueller-Hinton par la méthode des cylindres d’agar (Bastide et al., 1986 ; Lemriss et 

al ;2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Partie II                                                             Matériel et Méthodes 

 
 

    36 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Activité antimicrobienne des isolats d’actinobactéries sur milieu Soja -Agar par la 

méthode des cylindres d’agar (prise personnelle2021). 

III. Production d’antibiotique sur milieu liquide 

•  Préculture 

L’inoculum portant des spores   a été raclé  à partir   du  mycélium obtenu sur  boite de Pétri  

incubée pendant plus de deux semaines jours. 

Des pré- cultures des souches choisies   ont été   préparées dans des tubes à essai contenant 

3ml du milieu SCA stérile et incubées durant 48h, dans un bain Marie   à 28°C,  et sous 

agitation permanente à 250rpm. 

•  Culture 

Les  précultures     préparées   précédemment servent   à ensemencer 100 ml du même milieu 

liquide   SCA   contenu dans des flacons de capacité de 500 ml. L’incubation s’est   faite   à 

28°C sous  agitation permanente  ( 250 rpm) ,  tout au long de la durée d’incubation. 
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Choix des meilleurs isolats d’actinobactéries antagonistes 

III.2.Cinétique de croissance et de production d’antibiotique  et suivi du 

pH: 

La  cinétique de croissance et  de   production d’antibiotiques   et le suivi de l’évolution du pH 

des  souches sélectionnées  ont été   réalisés  sur milieu SCA liquide. 

Pour chaque souche, une préculture est préparée dans des tubes à essai contenant 3 ml de 

milieu  SCA liquide. Après 48h d’incubation à   28°C sous agitation   permanente à 250 rpm, 

la préculture est ensemencée dans 100 ml du même milieu liquide contenu dans des flacons de 

capacité de 500 ml. 

III. 2.1. Cinétique de croissance 

Au  2éme jour  d’incubation  des  cultures, 2ml de chaque culture   liquide des souches 

sélectionnées  ont été prélevés   quotidiennement,  dans des eppendorffs. Le    poids sec du 

mycélium (biomasse)  a été  évalué selon la méthode (Pfefferle  et al ; 2000). 

Après centrifugation des échantillons à 7000rpm/20min,  le culot  mycélien obtenu  est lavé 

trois fois à   l’eau distillée   puis séché à   105°C, après    quoi ,  le poids sec du mycélium est  

déterminé en    matière   sèche  par soustraction du poids de la tare de l’eppendorffs.    

(Reghioua et  al ;2008). 

III. 2. 2.Cinétique de production  d’antibiotique 

Dès le 2éme jour  d’incubation des cultures liquides, le suivi de la production d’antibiotique a 

été effectué  quotidiennement en prélevant 2 ml de chaque culture dans des tubes eppendorffs. 

L’évolution de l’activité antimicrobienne est détectée par la méthode de diffusion dans des 

puits (200 µl   de filtrat de culture par puits de 6mm de diamètre) contre  les germes cibles 

utilisés  (Jihani et  al ;2012). 

III.2.3. Evolution du pH 

L’évolution du pH a été aussi suivie  quotidiennement   au 2éme jour  d’incubation des 

cultures liquides en prélevant 2ml de chaque culture dans des tubes eppendorffs.   (Les   
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résidus des surnagents de cultures utilisés pour déterminer  l’activité antimicrobienne  ont 

servis pour la mesure du pH ) (Reghioua et  al., 2008). 
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    Dans ce chapitre, seront  abordés les résultats et discussion des principales parties de ce 

travail à savoir l’isolement et la sélection des isolats  les plus performants et l’activité anti 

microbienne, et l’ extraction des métabolites secondaire. 

I .Isolements des actinomycètes  

I .1.Site et nature de prélèvement 

Cette étude est basée sur l’isolement des actinomycètes à partir de 3 échantillons de sol 

prélevés à quatre rigions déffirents. En effet, les travaux de Küster et Williams (1964) ont 

montré que les actinomycètes sont considérés comme le plus grand  groupe microbienne de la 

population tellurique et ils sont largement distribués dans les sols. (Lechevalier et 

Lechevalier, 1967). Le choix des sites de prélèvement revient au fait que les actinomycètes 

sont des chimioorganotrophes. Ils utilisent la matière organique et sont capables de dégrader 

la lignine, principal constituant du bois (cité par Tuomela et al ; 2000).  Les racines 

présentent  souvent  des symbioses avec un  actinomycète  du genre Frankia (Benson et 

Silvester, 1993).   

I. 2. Isolement des souches actinomycétales isolées à partir le sol 

Après 30 jours d’incubation à 28ºC, pleusieure colonies présentent l’aspect macroscopique 

caractéristique des actinomycètes. Ce sont des colonies d’aspect poudreux ou dures et 

incrustées dans  le  milieu  d’isolement  utilisé  (Figure  18).  L’isolement  des  souches 

actinomycétales à partir des échantillons de sol traités ou non traités, sur le milieu gausse et 

ISP2. 
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Figure 18 :Résultats de l’isolement des actinomycetes à partir des  échantillons de sol sur Les 

Milieux du ISP2 et SCA et Gausse. (prise personnelle2021). 

I .3.purification et conservation des actinomycètes 

Au total  50  souches présentant une morphologie caractéristique des actinomycètes ont été 

obtenues par la méthode des suspensions - dilutions et ce à partir des quatre  échantillons de 

sol ,Les  colonies  qui  ont  montré,  après  observation  à  l’œil  nu  et  au  microscope  

optique,  les caractéristiques  morphologiques  des  actinomycètes,  en  particulier  la  la  

formation  du  mycélium aérien  et  du  mycélium  de  substrat  avec  des  filaments  très  fins,  

sont  considérées  comme  des actinomycètes (Tableau 4). 
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Tableau 4: Résultats de l’isolement des actinomycètes à partir des 4 échantillons. 

Echant

illon 

Isolat Total des 

isolats 

Ouzer

a 

OU36,OU37,OU38,OU39,OU40 ;OU41,OU42,OU43,OU

44,OU45,OU46,OU47 ,OU47,OU48,OU49,OU50 

15 

Chiffa CH2,CH3,CH9,CH12,CH13,CH14,CH21,CH23,CH24,CH25

,CH26,CH27 ,CH28,CH29,CH30, 

15 

Ben 

chicao 

B1,BN4,BN10,BN11,BN15,BN16,BN17,BN18,BN19,BN2

0,BN22,BN31,BN33,BN34, 

14 

Tames

guida 

TAM5,TAM6,TAM7,TAM8,TAM32,TAM35 6 

 

En effet,  la majorité des  isolats   cultivés  pendant   plus du vingt-un jours sur le milieu ISP2, 

présentent des colonies poudreuses de couleur blanchâtre ou mélangée avec d’autre couleurs 

de tailles petites régulières ou non, aplaties ou bombées avec une odeur terreuse. Cet aspect 

est  particulier  pour  les  isolats   développant  un  mycélium  aérien ,  d’autres,  apparaissent 

pigmentées et sporulées. Nos résultats après coloration,  confirment que ces  isolats  

présentent des filaments ramifiés à coloration de Gram positive. 

La recherche des bactéries actinomycétales, réalisée à partir des trois échantillons sur les trois 

milieux de culture :milieu du gausse ,milieu ISP2,  milieu SCA a donné les résultats suivant: 

     Au bout de 20 jours d’incubation à 28°C, les actinomycètes apparaissent et se développent 

lentement. Les colonies sont repérées d’après leur aspect caractéristique et sont purifiées.  

D'après  certains  auteurs,  la  technique  universelle  d'isolement  des  actinobactéries n'existe  

pas.  De  ce  fait,  il  est  recommandé  de  varier  les  méthodes  et  les  milieux  d'isolement 

dans  un  objectif  de  réussir  à  un  isolement  important  de  la  flore d’ordre 

d’actinomycétale (Boudemagh, 2007) 

C'est la raison pour laquelle nous avons utilisé deux milieux de culture accompagné de deux 

traitements des échantillons, Plusieurs auteurs considèrent de  l'emploi d’un prétraitement 

chimique ou physique des échantillons Larpent et Larpent-Courgaud (1997) 
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Nos  résultats  illustrés  dans  le Tableau  16 ont  montré   que Le nombre d’actinomycètes 

isolés des échantillons traités par le CaCO3 est de loin le plus élevé., par rapport de sol traité 

par séchage à 50°C pendant 30 minutes et et par rapport de sol non traité. 

      Le traitement au CaCO3 est de ce fait plus efficace pour l’isolement des actinomycètes, 

vue qu’il permet non seulement d’obtenir le plus grand nombre d’actinomycètes, mais aussi 

un faible nombre de bactéries et de champi gnons par apport a leurs nombres respectifs 

obtenus sans prétraitement,Ce résultat est en parfaite concordance avec celui obtenu par  El-

Nakeeb et Lechevalier (1963). 

 

 

Figure 19 :Cultures pures d’actinomycète à différentes pigmentations diffusibles.(prise 

personnelle2021). 
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II.Etude morphologique 

II.1.Aspect macroscopique 

Après la sélection et la purification, les colonies d’actinomycètes sont reconnues sur la base 

de leurs aspects  morphologiques  macro  et  microscopiques  qui  expriment  un  

polymorphisme  génétique  des isolats. Des variations visibles à l’œil nu sont observées, les 

colonies obtenues ont des tailles différentes petite, moyenne et grande. Des formes bombées 

sont observées par contre ya des  présente une forme aplatie , possédant un mycélium 

végétatif surmonté d’un mycélium aérien de couleurs différentes : marron,  gris,  

verdâtre,blanchâtre,beige.. 

D’après, Palaniyandi (2013), les couleurs des mycéliums aériens des actinomycètes sont 

différents de celles des substrats et la plupart ont une couleur blanchâtre et d’autres ont des 

couleurs différentes comme gris, beige, noir, marron, vert, jaune, ce qui confirme les résultats 

constatés.(Annexe 1). 

II.2.Etude microscopique 

II.2.1.Résultat de la coloration de Gram 

La coloration de Gram est utilisé dans le cadre de cette étude afin d’identifier le type de la 

paroi des actinobactéries.  

L’examen microscopique de nos souches permet à observer la forme et l’aspect des colonies, 

et aussi déterminer à quel type des bactéries appartiennent, soit Gram positif ou soit Gram 

négatif.  

Les résultats de la coloration de Gram de quelques souches d'actinomycètes sont montrés dans 

la (Figure20).(Tableau 5). 
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Figure 20 :Aspect  microscopique  de quelques souches  d'actinomycètes  après  coloration  

de Gram (Gx40). (prise personnelle2021). 

Tableau 5 : résultats coloration  de Gram  

Les 

souches 

Coloration 

de Gram 

Les 

souches 

 Les 

souches 

 Les 

souches 

   

1 + 6 + 11 + 16 + 21 + 

2 + 7 + 12 + 17 + 22 + 

3 + 8 + 13 + 18 + 23 + 

4 + 9 + 14 + 19 + 24 + 

5 + 10 + 15 + 20 + 25 + 

26 + 31 + 36 + 41 + 46 + 

27 + 32 + 37 + 42 + 47 + 

28 + 33 + 38 + 43 + 48 + 

29 + 34 + 39 + 44 + 49 + 

30 + 35 + 40 + 45 + 50 + 

 
IV.1.6.Recherche de Catalase 

L’examen de la recherche de catalase, montre un résultat positif. Tous les isolats des 

actinomycètes sont de test positif, l’apparition de bulles d’air signifie la présence de catalase 

(tableau 9 et figure21.). Ce dernier présente une oxydoréductase qui catalyse la réaction du 

peroxyde d'hydrogène H2O2 en eau et dioxygène O2. Les mêmes résultats sont obtenus par les 

chercheurs Boulahrouf (2016) et Maameri (2007). 
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Figure 21: Test de catalase positif.(prise personnelle2021). 

III .Les caractéristiques physicochimiques  des échantillons 

Les propriétés physicochimiques des quatre  échantillons prélevés (pH, pourcentage 

d'humidité, conductivité) sont résumées dans le tableau suivant : 

                 Tableau 6 : Paramètres physicochimiques des quatre échantillons de sol 

Échantillons pH Taux  

d'humidité % 

Conductivit 

(mS/cm) 

Ouzera(1) 8.11 18 0.092 

Ben chicao(2) 8.31 3.1 0.079 

Tamesguida(3) 8.33 6 0.057 

Chiffa(4) 8.42 6.2 0.060 

% M.O. : Pourcentage de la matière organique, mS : milli Siemens (unité) 

         Il est intéressant de noter  que l’ensemble des échantillons examinés représentent des 

écosystèmes extrêmes. Ces échantillons se caractérisent par des valeurs de pH allant de 8.11 à 

8.42. Toute les échantillons dont les  pH respectifs sont 8.11 et 8.31et 8.33 et 8.42 sont des 

sols qui tendent vers l'alcalinité. 

         Selon  Lee et Hwang  (2002) ,on distinguetrois types de sols en fonction du taux 

d’humidité (Tableau 7). le taux d’humidité  d’un sol est considéré comme : faible si le 

pourcentage d’humidité est compris entre (2.0 et 9.0) ; modéré dans le cas où le pourcentage 

d’humidité varie de 9.1  à 13.0 et élevé si les valeurs sont comprises entre 13.1et 20.0. Les 

résultats présentés dans le tableau 2 nous permettent de conclure que les échantillons 2 et 3 et 
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4 sont des sols caractérisés par des taux d’humidité faibles (compris entre 2.0% et 9.0%),alors 

que celui de l’échantillon 1 est considéré comme élevés (taux d’humidité 18%). 

Tableau 7 :Type de sol en fonction du taux d’humidité selon Lee et Hwang(2002) 

 Type de sol 

 

Faible Modéré Elevé 

Taux d’humidité (%) 2,0 et 9,0 9,1 à 13,0 9,1 à 13,0 

 

          En se basant sur les résultats de la conductivité présentés dans le tableau N°8 et  d'après 

l'échelle de salinité qui est en fonction de la conductivité électrique de l'extrait aqueux 

1/5ème, présentés dans le tableau 8,nous avons pu classer tout les échantillons, dont la 

conductivité est  <0,6 , comme un sol non salé,  

Tableau 8 : Type de sol en fonction de la conductivité électrique (Richards, 1969). 

 Type de sol 

Non salé Peu salé Salé Très salé Extrêmement salé 

C. ex 1/5 (mS) <0,6 0,6 - 1,2 1,2 - 2,4 2,4 – 6 >6 

C. ex 1/5 (mS) conductivité de l’extrait aqueux 1/5ème ; mS :milli Siemens. 

IV.1. Etude physiologique et biochimique 

Les  résultats des différents caractères physiologiques et biochimiques des isolats sont  réunis  

dans  le tableau  9. 
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Tableau 9: Tests physiologiques et biochimiques des isolats 

d’actinomycètes 

 TM S1 S20 S17 S33 S2 S24 S13 S28 S43 S47 S37 S50 S5 S7 35 8 

Hydrolyse de l’amidon - + + + + + + + + - + + + + + + + 

Hydrolyse de la 

lécithine 

 

La lécithine -  - - - - - - - - - - - - - - - 

La 

liporoténase 

- - - - - - - - - - - - - - - - - 

La dégradation de l’urée  

 

- + + + + - + - + + + - + + + - + 

Recherche de Catalase - + + + + + + + + + + + + + + + + 

Les 

fermentations 

 

intermédiaires 

VP 

 

- 

 

+ + + + + + + - + + + + +  + + +  

La réduction de nitrate 

réductase 

- + + + + + + + + + + + + + + + + 

Test TSI 

 

 

Fermentation 

 

 

 

du glucose 

 

- - - - - - - - - + +  + - - - - - 

Production 

d’H2S 

- - - - - - - - - - - + - - - - - 

 

 

 

Lactose-

saccharose 

 

- - - - + - - + - - + + + - - + - 

Utilisation du 

citrate  

Cit - + - + + + + - + + + - + + + + + 

 

TM : Témoin ; S : Souche ; (+) : Test positif ; (-) : Test négatif ; VP : Vogues Prauskouer ; 

RM : Rouge méthyle 
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IV.1.1.Résultats d’hydrolyse d'amidon : recherche de l’amylase 

Les  amylases  extracellulaires  des  actinomycètes  sont  des  enzymes  thermostables 

peuvent  être  utilisé  dans  la  boulangerie,  l’industrie  pharmaceutique,  du  papier  et  de  la  

pâte (Mukhtar et al., 2017). 

Les résultats de ce test apparaissent généralement après de 7 jours sur un milieu à base 

d’amidon. L’hydrolyse d’amidon est témoignée après addition du lugol par l’apparition d’une 

zone claire autour des colonies traduit la dégradation de l’amidon(Figure 22), alors que 

l’apparition d’une couleur brune des souches signifie que l’amidon n’a pas été hydrolysé 

(Santos et al., 2012). 

Les résultats des études menées pour rechercher de l’activité amylase de Khwaja et al. 

(2011)  et  Janaki  (2017)  montrent  que  plusieurs  espèces  d’actinomycètes  comme  les 

Streptomyces  limosus  et Thermomonospora  curvata  et Thermomonospora  viridis ont  été 

trouvés être une source puissante d’enzyme d’amylase. 

 

Figure 22 : Test d’Hydrolyse de l’amidon est positif pour les isolats des actinomycètes.(prise 

personnelle2021). 

IV.1.2.Recherche de lécithinases et lipases 

La figure ci-dessous (figure23) et le tableau 9 présente les résultats des tests de lécithinases 

et lipases, les souches  possèdent l’enzyme lécithinase. 
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La lécithinase permis de dégrader la lécithine. Les souches possèdent les lipoprotéinase, qui 

sont des enzymes lipases qui hydrolysent les triglycérides et les protéinases qui hydrolysent 

les lipoprotéines. Le résultat présent une zone de protéolyse transparente traduit l’hydrolyse 

de la lécithine et une zone d’opacification hydrolyse les lipoprotéines. 

Ces résultats sont similaires aux travaux de Das et al. (2012), Minotto et al. (2014) in 

Cheriet et al. (2015). 

 

Figure 23: Test d’hydrolyse de la Lécithine en présence des actinomycètes.(prise 

personnelle2021). 

IV.1.3.Réduction des nitrates 

La Figure (24) montre que le test des nitrates est positif de toutes les souches des 

actinomycètes  (tableau 9) présentent un changement de couleur (rouge) après l’ajoute des 

réactifs NR1 et NR2. 



Partie III                                                         Résultats et Discussion  

 
 

50 
 

Figure 24 : Tests positif deréduction des nitrites pour les souches desactinomycètes. (prise 

personnelle2021). 

IV.1.4.Utilisation des différents substrats carbonés et production de H2S 

Dans la littérature, l’utilisation de l’un des sucres contenus dans le milieu se traduit par une 

acidification  (virage  au  jaune  du  rouge  de  phénol).  La  gélose  TSI  fournit  trois  

renseignements principaux . 

Les résultats de ce test apparaissent après 7 à 14 jours d’incubation. Si le résultat est positif, 

cela se traduit par une  croissance  de  ses bactéries  testées, donc  il  y  a  utilisation  du  

glucide  comme  source  de carbone. Alors que l’absence de la croissance bactérienne indique 

un résultat négatif, donc la souche n’a pas la capacité d’utiliser le glucide comme source de 

carbone (Smaoui, 2010).  

Paul  Njenga et  al. (2017) ont  montré que  les  actinomycètes  ont  différentes sources  

principales  de  carbone.  Le  principal  déterminant  des  besoins  en  sources  de  carbone  

des actinomycètes dépend largement mais pas entièrement des activités physiologiques de 

l’isolat.  

Cette  étude  a  réalisé  des  isolats  qui  différaient  avec une  étude  antérieure  sur  les  

besoins  en sources de carbone.  La  raison  possible  pourrait  être  des  différences  dans  le  

type  de  souches isolés  et  les  voies métaboliques utilisées par les isolats.  

Les  résultats  de  (Morakchi  2011)  montrent  que  la  plupart  des  souches  des  

actinomycètes  de genre Streptomyces utilisent des  glucides  comme  source  de  carbone  

mais qui diffère selon les besoins nutritionnelle de chaque souche.  



Partie III                                                         Résultats et Discussion  

 
 

51 
 

Donc, l’environnement dans  lequel  les actinomycètes se développent pour déterminer leurs 

besoins en sources de carbone. 

IV.1.4.1.Productions d’H2S 

Après  l'incubation  des  souches  d’actinomycetes  10  jours  sur  le milieu TSI,  les  isolats  

présentent un test négatif dont on n’a pas noté un noircissement du culot au fond des tubes de 

TSI. 

Nous avons obtenues des résultats qui sont similaires à les chercheures Tresner et Danga 

(1958), Küster et Williams (1964) , qui ont travaillés sur la production  d'H2S par des 

espèces des actinomycètes confirment que les actinomycètes sont productrice d’H2S. 

IV.1.7.Dégradation de l’urée    

 Les tests de dégradation de l’urée obtenue sont positifs pour  tout les souches des 

actinomycètes possèdent des uréases Sauf  les souches S2 , S13 ,S37 qui sont négatifs 

Les résultats obtenus sont différents, les souche S20 ,S13,S1,S37 le test est négatif, ce qui 

indique que cette souche n’utilise pas le citrate de Simmons comme une source de carbone 

.On n’a pas observée le virage de la couleur du milieu citrate vers le bleue (Figure 32).Les 

mêmes résultats obtenus avec les actinomycètes ont été publiés par Harir et al. (2017), Par 

contre, les autres souches sont résultats sont positif. 

IV.1.8.Le réactions de VP  

Tout les souches sont positif sauf la souche 28. Les tests de VP sont  positif, du changement 

de couleur des milieux enregistrées et la couleur  varies vers le gris- rouge, Les mêmes 

résultats sont obtenus par plusieurs chercheurs avec des actinomycètes Go1use (2017), Sheik 

et al. (2017).  

IV.1.9.Tests de sensibilité aux antibiotiques  

La sensibilité et la résistance des isolats ont été évaluées selon les critères suivants :  

 Présence ou absence de la zone d’inhibition 

 Diamètre ≥ à 10 mm = isolat sensible ; ≤ à 10 mm = isolat résistant.  

Les résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques réalisés sur les 16 isolats,  sont 

représentés dans le( Tableau10), ( Figure26).  
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Tableau 10 : Sensibilité des isolats d'actinobactéries aux différents antibiotiques 

 Diamètre de zone d'inhibition (mm) 

 

Souhes 

AMOXICILNE PENISILLINE NEOMYCIE CHLOTETRACYCLINE NYSTATINE 

S/R DIM S/R DIM S/R DIM S/R DIM S/R DIM 

BN 1 S 29.6 R R S 10.4 S 18.8 R  

 BN20  S 28.4 R R S R S 21.2 R  

BN17 S 31.8 RR R S R S 18 R  

BN 33 S 35 R 18.8 S 13 S 22.6 R  

CH28 S 21.8 R R S R S 28 S 22 

CH 24 S 26.2 S 16.2 S 12.4 S 27 R  

CH 13 S 35 S 16 S 11.4 S 21.4 R  

CH  2 S 31.6 R R S 12.4 S 21.6 R  

OU43 S 35 S 29.7 S 14.6 S 21.6 R  

OU 47 S 35 S 35 S 35 S 35 R  

OU 37 S 35 S 35 S 35 S 35 R  

OU 50 S 35 S 20.8 S 11.8 S 21.8 R  

TAM5 S 35 S 12.6 S 19.4 S 24.4 R  

TAM7 S 34 S 12.3 S 17 S 22 R  

TAM3 S 32.4 S 10.2 S 13.2 S 18.4 R  

TAM8 S 35 S 30 S 12.8 S 31.8 R  

S:sensible ,R :résistance ,CH ;chiffa,TAM :tameuzguida,OU :ouzera,BN :ben chicao 
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Figure 26 :Tests de sensibilité aux antibiotiques (prise personnelle2021). 

 D’après les résultats, tout  les isolats s’ont montré sensible à l’ antibiotiques 

AMOXICILLINE, dont la zone d’inhibition varie entre 21.9 jusqu’a 53 mm de diamètre. 

 Les souches 8T AM. ,5 TAM.7 TAM ,3 TAM, 50.OU  ,37.OU ,47.OU, 43.OU ,13CH ,24 

CH  sont sensible  à l’antibiotique PENISILINE , dont la zone d’inhibition varie de 10.2  

jusqu’a 35 mm mais   les autres isolats  1 BN, 20 BEN, 17.BEN ,33BN ,28.CH ,2CH  se sont 

révélés résistants à la PENISILLINE. 

  Les souches : 1BEN, , 33 BEN  ,24 CH ,13CH, 2CH ,43OU ,47OU, 37OU ,  50 OU , 5 

TAM ,7 TAM , 8 TAM, 3TAM sont sensible  à l’antibiotique NEOMYCINE , dont la zone 

d’inhibition varie de 10.4 jusqu’a 35 mm mais   les autres isolats  20 BEN, 17 BEN , 28 CH , 

se sont révélés résistants à la NEOMYCINE. 

     Tout  Les souches : sont sensible  à l’antibiotique CHLOTETRACYCLINE , dont la zone 

d’inhibition varie de 18.4 jusqu’a 35 mm . 

    La souches CH28 est sensible  à l’antibiotique NYSTATNE , dont la zone d’inhibition de 

22 mm mais  les autres isolats  souches 8T AM. ,5 TAM.7 TAM ,3 TAM, 50.OU  ,37.OU 

,47.OU, 43.OU ,13CH ,24 CH  ,1 BN, 20 BEN, 17.BEN ,33BN ,2CH , se sont révélés 

résistants à la NYSTATNE. 

D’aprés les tests effectués précèdemment, nous pouvons dire que les isolats obtenus 

appartienne à l’espéce streptomyces.  

 

IV .Etude cinétique de la croissance et de la production d’antibactériens ; 

IV .1.Cinétique de croissance des souches (CHIFFA) : 

La cinétique de croissance des souches d'actinomycètes de (CHIFFA) ont été étudiés afin de 

déterminer la densité optique et la mesure du pH et du poids sec. Les résultats 

obtenus sont présentés dans la ( Figure.27). 
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                 Figure 27 : Cinétique de croissance des souches ben chiffa.                   

La phase de latence est pratiquement inexistante. Durant la phase de croissance le poids sec 

augmente rapidement pendant les 24 premières heures de fermentation et plus lentement entre 

le 2éme  et le 3éme  jour (figure26 ). Cette phase est marquée par une acidification du milieu 

de culture qui peut être expliquée par une l’adaptaion del’inoculum au milieu de culture 

( prèculture). 

Pendant les 3 premiers jours de culture la DO augmente rapidement pour atteindre la 

valeur0.23 pour la souche 1 et 0.13 pour la souche 20 et 0.48 pour la souche 17 et 0.11 pour la 

souche 33 C’est phase est exponentielle. 
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Cette phase est marquée par une acidification des deux milieux de culture  qui peut être 

expliquée par une libération d’acides organiques. 

A partir de 2éme jours, les souches  entre dans la phase de déclin. On observe la diminution 

de la DO de la culture et le pH remonte progressivement pour se rapprocher de la neutralité en 

fin de culture qui est due à la dégradation des sources azotées organiques tels que les acides 

aminés présents dans l'extrait de levure, qui sont désaminés 

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

A partir de 3éme jours pour les souche (1 et 20 et 17) et 2éme jour pour la souche 24  , nous 

avons observé une augmentation du poids sec  pour les souche (1et 20 et 17)  qui peut être 

expliquée par la faible précision de la technique. En effet, selon MARTIN et 

MCDANIEL.(1975). 

La courbe de croissance de la souche 33 est caractérisée par une absence 

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

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

Selon MARTIN et MCDANIEL.(1975) ,le dosage des acides nucléiques représente l’un des 

techniques les plus favorable permattent de suivre la croissance avec plus de 

 précision chez les microorganismes filamenteux. 

IV.2.Cinétique de croissance des souches  (TAMESGIDA)  :  

La cinétique de croissance des souches d'actinomycètes de (TAMESGIDA) ont été étudiés 

afin de déterminer la densité optique et la mesure du pH et du poids sec. Les résultats 

obtenus sont présentés dans (Annexe 1). 

La phase de latence est pratiquement inexistante. Durant la phase de croissance le poids sec 

augmente rapidement pendant les 24 premières heures de fermentation et plus lentement entre 

le 2éme  et le 3éme  jour (Annexe 1).). Cette phase est marquée par une acidification du 

milieu de culture qui peut être expliquée par une l’adaptaion del’inoculum au milieu de 

culture( prèculture). 
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Pendant les 2 premiers jours de culture la DO augmente rapidement pour atteindre la 

valeur0.60 pour la souche 5 et 0..33 pour la souche 7et 0.66 pour la souche 35 et 0.34pour la 

souche 8 C’est phase est exponentielle. 

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

expliquée par une libération d’acides organiques. 

A partir de 4éme jours, les souches  entre dans la phase de déclin. On observe la diminution 

de la DO de la culture et le pH remonte progressivement pour se rapprocher de la neutralité en 

fin de culture qui est due à la dégradation des sources azotées organiques tels que les acides 

aminés présents dans l'extrait de levure, qui sont désaminéspour libérer de l'ammonium 

(Strub ,2008) 

La croissance tendent à ralentir durant l’intervalle (2-3) jours .Cette phase est 

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

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

A partir de 3éme jours pour les souche   , nous avons observé une augmentation du poids sec  

pour qui peut être expliquée par la faible précision de la technique. En effet, selon Martin et 

Mcdaniel.(1975). 

Les courbes de croissance est caractérisée par une absence de la phase de latence : elle peut 

être obtenue en adaptant l'inoculum sur le même milieu (préculture) et en augmentant sa taille 

(Guiraud, 2007). 

Selon Martin et Mcdaniel.(1975) ,le dosage des acides nucléiques représente l’un des 

techniques les plus favorable permattent de suivre la croissance avec plus de 

 précision chez les microorganismes filamenteux. 

 

IV.3. Cinétique de croissance des souches(BEN CHICAO) : 

La cinétique de croissance des souches d'actinomycètes de (ben chicao) ont été étudiés afin de 

déterminer la densité optique et la mesure du pH et du poids sec. Les résultats 

obtenus sont présentés dans la figure. (Annexe 1).    
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La phase de latence est pratiquement inexistante. Durant la phase de croissance le poids sec 

augmente rapidement pendant les 24 premières heures de fermentation et plus lentement entre 

le premier et le quatrième jour (Annexe 1). Cette phase est marquée par une acidification du 

milieu de culture qui peut être expliquée par une l’adaptaion del’inoculum au milieu dz 

culture( prèculture). 

Pendant les 2 jours de culture la DO augmente rapidement pour atteindre la 

valeur0.0.42 pour la souche 1 et 0.39 pour la souche 20 et 0.51 pour la souche 17 et 0.42 pour 

la souche 33 C’est phase est exponentielle.  

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

expliquée par une libération d’acides organiques. 

La croissance tendent à ralentir durant l’interval (3-5) jours. Cette phase est caractérisée par 

une période de faible croissance des deux souches accompagnée d’une faible augmentation du 

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

A partir de 2éme jours, les souches  entre dans la phase de déclin. On observe la diminution 

de la DO de la culture et le pH remonte progressivement pour se rapprocher de la neutralité en 

fin de culture qui est due à la dégradation des sources azotées organiques tels que les acides 

aminés présents dans l'extrait de levure, qui sont désaminés pour libérer de l'ammonium 

(Strub ,2008).  

Pendant cette phase nous avons observé une augmentation du poids sec  pour les souche (1et 

20 et 17) qui peut être expliquée par la faible précision de la technique. En effet, selon Martin 

et Mcdaniel.(1975). 

La courbe de croissance de la souche 33 est caractérisée par une absence 

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

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

Selon Martin et Mcdaniel.(1975) ,le dosage des acides nucléiques représente l’un des 

techniques les plus favorable permattent de suivre la croissance avec plus de 

 précision chez les microorganismes filamenteux. 

IV .4.Cinétique de croissance des souches (OUZRA) : 
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La cinétique de croissance des souches d'actinomycètes de (CHEFFA) ont été étudiés afin de 

déterminer la densité optique et la mesure du pH et du poids sec. Les résultats 

obtenus sont présentés dans (Annexe 1). 

  La phase de latence est pratiquement inexistante. Durant la phase de croissance le poids sec 

augmente rapidement pendant les 24 premières heures de fermentation et plus lentement entre 

le 2éme  et le 3éme  jour (Annexe 1). Cette phase est marquée par une acidification du milieu 

de culture qui peut être expliquée par une l’adaptaion del’inoculum au milieu de culture 

(prèculture). 

Pendant les 3 premiers jours de culture la DO augmente rapidement pour atteindre la 

valeur0.35 pour la souche 47 et 0.49 pour la souche 43et 0.58 pour la souche 37 et 0.55 pour 

la souche 50 C’est phase est exponentielle. 

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

expliquée par une libération d’acides organiques. 

A partir de 3éme jours, les souches  entre dans la phase de déclin. On observe la diminution 

de la DO de la culture et le pH remonte progressivement pour se rapprocher de la neutralité en 

fin de culture qui est due à la dégradation des sources azotées organiques tels que les acides 

aminés présents dans l'extrait de levure, qui sont désaminés pour libérer de l'ammonium 

(Strub ,2008). 

La croissance tendent à ralentir durant l’intervalle (2-4) jours .Cette phase est 

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

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

A partir de 4éme jours pour les souche   , nous avons observé une augmentation du poids sec  

pour qui peut être expliquée par la faible précision de la technique. En effet, selon Martin et 

Mcdaniel.(1975). 

Les courbes de croissance est caractérisée par une absence de la phase de latence : elle peut 

être obtenue en adaptant l'inoculum sur le même milieu (préculture) et en augmentant sa taille 

(Guiraud, 2007). 
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Selon Martin et Mcdaniel.(1975) ,le dosage des acides nucléiques représente l’un des 

techniques les plus favorable permattent de suivre la croissance avec plus de 

 précision chez les microorganismes filamenteux. 

V-Criblage des souches d’actinomycètes 

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

cylindres d’agar 

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

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

inhibiteur des souches d’actinomycètes envers les bactéries tests utilisées.(Annexe 1). 

 

Figure 28 : Activité des isolats d’actinomycètes déterminée par la technique des cylindres 

d’agar vis à vis des germes cibles testés (Escherichia coli, Salmonella typhimurium , 

Pseudomonas aeruginosa ). 
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Figure 29 : Activité des isolats d’actinomycètes par la technique des cylindres d’agar vis à vis 

des germes cibles testés(Candida albican, S. epidermis, S. aureus). 

 

      Sur l’ensemble des 50 isolats actinomycétales testés, par la méthode des cylindres 

d’agar, 46 souches (92 %) ont montré une activité antibactérienne vis-à-vis des germes 

cibles (bactérie à Gram positif et à Gram négatif), tandis que les 4 souches (8 %) n’ont 

montré aucune zone d’inhibition vis-à-vis des germes cibles utilisés. 

⮚Parmi les isolats actinomycétales ayant une activité antibactérienne, 16 ont une 

double activité ; c’est-à-dire vis-à-vis des  souches tests utilisé. Ceux sont BEN 

CHICAO(1,20,17,33) CHIFFA(28,24,13,2)OUZRA (43,47,37,50)TAMESGIDA(5,7,35,8)   
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Figure 30  : Représentation graphique des pourcentages des isolats actinomycétales ayant une 

activité antibactérienne vis-à-vis des souches tests utilisées. 

⮚Les souches 29 :(63.04%) présentent une activitéantibactérienne vis-à-vis de la 

soucheEscherichia coli dont lediamètre le plus grand est donné par la souche 

5(T.NT)(30.8mm) 

⮚Les souches 23 :(50%) présentent une activitéantibactérienne vis-à-vis de la 

soucheStaphylococcus aureusdont lediamètre le plus grand est donné par la souche28.CH 

NT(15.5mm) 

⮚Les souches 31 :(67.39%) présentent une activitéantibactérienne vis-à-vis de la souche 

Staphylococcus epidermis dont lediamètre le plus grand est donné par la souche  

2.CH NT(19.6mm).  

⮚Les souches 37 :(80.43%) présentent une activitéantibactérienne vis-à-vis de la souche 

Candida albican dont lediamètre le plus grand est donné par la souche 

43.OUZRA(35.6mm). 

⮚Les souches 35 :(76.08%) présentent une activitéantibactérienne vis-à-vis de la souche 

Pseudomonas aerogenosa dont lediamètre le plus grand est donné par la souche 2.CH 

NT(47mm). 



Partie III                                                         Résultats et Discussion  

 
 

62 
 

⮚Les souches 25 :(54.34%)  présentent une activitéantibactérienne vis-à-vis de la souche 

Salmonella typhimurium dont le diamètre le plus grand est donné par la souche5.T 

NT(20.5mm). 

Ces résultats s’avèrent intéressants du fait de la présence d’antibiotiques à large spectre qui 

agissent contre des bactéries à Gram positif et des bactéries à Gram négatif. D’autre part, 

certaines souches produisent des antibiotiques qui ont un spectre étroit et qui agit vis-à-vis 

d’un seul germe cible, 

 3 souches ont un spectre d’activité étroit vis-à-vis d’Staphylococcus 

epidermis etCandida albican. 

 2 souches ont un spectre d’activité étroit vis-à-vis d’E.coli  etCandida 

albican. 

 2 souches ont un spectre d’activité étroit vis-à-vis  de Salmonella 

typhimurium uniquement. 

 2 souches ont un spectre d’activité étroit vis-à-vis  de Pseudomonas 

aerogenosa et E.coli. 

 2 souches ont un spectre d’activité étroit vis-à-vis de Candida albican

 Pseudomonas aerogenosa. 

  

 

Figure 31 :Activité antagoniste des souches, déterminée par la méthode des cylindres d’agar 

vis-à-vis des germes cibles (Escherichia coli  ,Candida albican). (prise personelle 2021). 
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La souche 28.CH NT présente la meilleure zone d’inhibition vis-à-vis de Staphylococcus 

aureus . Ce résultat est intéréssant d’autant plus que les infections dues à Staphylococcus 

aureus occupent en pathologie infectieuse une place importante par leur nombre et leur 

gravité, aussi bien à l’hôpital qu’à l’extérieur. Aussi en Algérie, le taux de résistance à la 

pénicilline G est d’environ 12, 5 %. Les pourcentages de résistance à la méticilline chez 

Staphylococcus aureus étaient plus élevés dans les pays du Sud de l’Europe (Grèce 44 %, 

Italie 38 %, Portugal 38 %, France 33 %, Espagne 23%) (Fleurette, 1990). 

D’autre part, la souche 5(T.NT) présente une meilleure zone d’inhibition d’E.coli. Ce résultat 

est très intéressant surtout du fait que d’après les estimations faites par le plan  national 

d’alerte sur les antibiotiques (2011-2016) sur l’augmentation des infections urinaires dues à 

Escherichia coli, et la résistance aux céphalosporines de 3ème génération (C3G) progresse 

constamment depuis 2005 (7% en 2009 vs 1% en 2005). 

De ce fait la souche CH NT ,testées ont un bon spéctre d’activité agissant sur les bactéries à 

Gram positif et à Gram négatif. Ces résultats concordent avec ceux de Sateech et al., (2011), 

qui ont isolés à partir Karwar, sur la côte ouest de l'Inde, ou le nombre d’actinomycètes isolés 

étés de 54 souches et dont le nombre de souche active vis-à-vis des germes cibles été de 28 

isolats. Jihani et al., (2012) ont isolé six souches à partir d’une vieille maison du Maroc sont 

actives vis-à-vis des bactéries à Gram positif et à Gram négatif, et dont le genre a été 

rapproché au Streptomyces sp. Aussi Ali Alharbi et al., (2012), ont isolés des souches à partir 

du sol d’Arabie Saoudite actives vis-à-vis des bactéries à Gram positif et à Gram négatif. 
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Conclusion et perspectives 

Les résultats obtenus après la sélection et la purification des isolats d’actinomycètes, ainsi 

que, les observations morphologiques, suivie des tests physiologiques et biochimiques des 

différents isolats d’actinomycètes. Les colonies obtenues sont de tailles différentes petite, 

moyenne et grande, dont leurs diamètres varient de 1 à 3 mm. Plusieurs formes de colonies 

sont obtenus (lisse, bombé, aplatie), avec un mycélium végétatif (mycélium aérien) de 

couleurs variables (jaune, marron, et blanche etc.). L’examen microscopique révèle que les 

bactéries sont de Gram positif. 

Les tests physiologiques d’hydrolyses ( amidon), ainsi que, les tests biochimiques 

(hydrolyse , catalase, réduction des nitrates) sont positif pour tous les isolats, à 

l’exception de la production de gaz d’H2S est négatif. Les résultats de la cinétique 

enzymatique des extraits amylasiques montrent une variation dans les activités amyliques 

Parmi les  milieux de culture utilisés pour l’isolement des actinomycètes (GLM, 

ISP2 ,SCA ,GAUSSE), à partir de quatre sols (cheffa,tamesgida,ben chicao,ouzra) tout  les 

milieu a permis l’obtention des  souches  et purifiées car présentant une 

morphologie caractéristique des actinomycètes. 

Après criblage de ces isolats d’actinomycétales par la technique des cylindres d’agar, 

vis-à-vis de 6 genres bactériens (3 bactéries à Gram +, 3 bactéries à Gram -), 16 isolats, ont 

été sélectionnés pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques. 

La mise en évidence de l’activité antibiotique est réalisée sur milieu solide par la technique 

des cylindres d’agar et la production d’antibiotiques sur milieu SCA liquide, le suivi de la 

production d’antibiotiques et la cinétique de croissance et mesure du pH sont effectués 

quotidiennement,. 

Sur cinquante  souches d’actinomycètes isolées, seules deux souches 2,50,43,20,ont  été 

choisies pour la production d’antibiotiques en milieu liquide, l’activité optimale a été 

obtenue en fin de la phase de déclin.  

Ces résultats indiquent que les actinomycètes isolés du ces quatre régions constitue une 

source prometteuse pour la découverte de nouvelles substances bioactives. 

Comme perspectives il serait interessant d’extraire ces molécules bioactives, d’exploiter 

d’autres régions et pourquoi pas obtenir de nouvelles éspèces.  
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Annexe 1  

Milieux de cultures 

Milieu ISP2 ;                                                                              

Extrait de levure………………………….             4 g  



 

 
 

Extrait de malt  ………………………….            10 g  

 Glucose   ………………………..                        4 g  

 Eau distillée     ………………………….       1000 ml  

Agar       …………………………                        20 g 

  pH = 7,3 

   Milieu GLM (Gélose à l’extrait de malt)  :     

 Extrait de levure. ……………………. ..3   g.   

 Extrait de malt ………………………...3   g  

 Peptone.. ……………………………….5  g  

Glucose… . ……………………………...10  g  

 Agar…......................................................20   g  

 Eau distillée……………………………..1000ml 

PH=7.3 

Gausse ; 

KNO3…………………………1g 

K2HPO4……………………….0.5g 

MgSO4……………………………………..0.5g 

NaCl…………………………………………0.5 

FeSO4………………………………………0.01g 

Amidon……………………………………20g 

Agar…………………………………………..20g 

Eau distillée………………………………1000ml 

pH =…………………………………………7.4 



 

 
 

SCA : 

Amidon……………………………………10g 

KNO3…………………………1g 

K2HPO4……………………….2g 

MgSO4……………………………………..0.05g 

NaCl…………………………………………2g 

FeSO4………………………………………0.01g 

Amidon……………………………………10g 

CaCo3…………………………………………0.02 

Agar…………………………………………..20g 

Eau distillée………………………………1000ml 

Caséine……………………..…………………..0.3g 

Ph=7.4 

 

Milieu Mannitol-Mobilité-Nitrate  

Peptone …………. ……………….5g  

Extrait de viande………………… 3g  

KNO3 ………………………............ 1g  

Agar…………………………………… 12g  

  PH=7.2 

N.B. l’ajustement du PH des milieux de cultures s’effectue à l’aide d’une solution de NaOH 

1N ou   

Solution d’HCL 1Nselon le cas. 



 

 
 

Gélose nutritive   :    

NaCl…………………………..............................................................5 g  

Gélose………………………...............................................................15 g   

Eau distillée…………………............................................................   1000ml 

pH 7+/ -0.2 

 Mueller-Hinton 

Infusion de viande …………..…..….300 g 

Hydrolysat de caséine ………...……17,5 g 

Amidon…………………………..…. 1,5 g 

Agar ……………………………….…17 g 

pH = 7,4 

 

SOJA AGAR : 

TRYPTONE ………………………………………………………….15g 

Peptone papainique de soja………………………………………………..5g 

Agar………………………………………………………………………15g 

PH=7.3 

Eau physiologique 9‰  

Chlorure  de sodium...................................................................... 9 g  

Eau  distillée…………………………………………………………1000 ml 

 

 



 

 
 

 

 

Figure: appareil de mesurer la conductivité (conductimètre) (MO.SP-MED-LCQ.PC042) 

 

 
 

Figure :Résultats de l’isolement 

 

 

Les principales étapes de coloration sont les suivantes : 

 Des frottis sont réalisés à partir des colonies des actinomycètes bien isolés à l’aide 

d’une anse de platine dans des conditions aseptiques. 

 Les bactéries sont émulsionnées dans une gouttelette d'eau distillée. 

 Les frottis sont fixés par une flamme à l’aide d’un bec bunzen. 

 Recouvrir la lame de violet de gentianes 1 minute, puis laver à l’eau distillée. 

 Ensuite, recouvrir du lugol 1 minute. 

 Décolorer bien à l’alcool pendant une période, puis rincer à l’eau. 



 

 
 

 Recouvrir la lame de fuchsine diluée, laisser 30 secondes, laver à l’eau. 

 sécher entre deux feuilles de papier buvard. 

Observation sous un objectif à immersion (X100) d’un microscope optique (Prescott et al., 

2010).  

 

 
 

Figure :Activité des isolats d’actinomycètes déterminée par la technique des cylindres d’agar 

vis à vis des germes cibles testés (Pseudomonas aeruginosa ,Salmonella typhimurium ).(prise 

personnelle2021). 
 

 

 

 
 

Figure : methode de mésure le zone inhibitrice.(prise personnelle2021). 

 



 

 
 

 

Figure : Culture des souches dans 100ml milieu SCA liquide,  à 28°C  sous agitation à 

250rpm.(prise personnelle2021). 

Cinétique de croissance des souches (OUZRA) : 

 

                          



 

 
 

                   Cinétique de croissance des souches (ben chicao) :   

 

                               

 

 

 

Cinétique de croissance des souches (TAMESGIDA) : 
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