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Résumé   
 

 

Dans cette étude 33 isolats d’actinomycètes préalablement isolés ont été testé pour leur 

capacité à solubiliser le phosphore et étudier l’activité antibactérienne de leurs métabolites 

secondaires. L’étude des caractères morphologiques après observation macroscopique a 

montré que la majorité des colonies sont petites, régulière ou non, aplaties ou bombées, 

pigmentées, sporulées et poudreuses avec une odeur terreuse. Après coloration simple et 

coloration de Gram l’observation microscopique a montré que les isolats sont formés de 

filaments, ramifiés et de coloration de Gram positive. La mise en évidence de l’activité 

antibactérienne a été réalisée par la technique des disques de diffusion, vis-à-vis de trois 

souches bactériennes à coloration de Gram+ : Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,  

Bacillus subtilis, et deux autres à coloration de Gram- : Escherichia coli et Klebsiella 

pneumoniae. L’extrait méthanoïque de l’isolat A41 montre la plus forte activité 

antibactérienne contre Bacillus subtilis qui s’est manifestée par une zone d’inhibition d’un 

diamètre remarquable (30 mm). La plupart des isolats sont capables de solubiliser le 

phosphore sur gélose PVK mais à des degrés différents. Les isolats A11 et A47 ont montré un 

pouvoir de solubilisation de 25 et 17 mm de diamètre de solubilisation, respectivement et une 

efficacité de solubilisation importante de 416℅ et 383℅, respectivement.  

 

 

Mots clé : Actinomycète, activité antibactérienne, extrait méthanoïque, solubilisation du 

phosphore, gélose PVK. 
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Les sols d’Algérie bien que soumis à un climat aride à subhumide, montrent une 

biodiversité surprenante d’actinomycètes, bactéries mycéliennes à Gram positif, ubiquitaires, 

rencontrés sur tous les substrats naturels et jouent un rôle dans la décomposition des 

matériaux biologiques et dans le processus d’humification. Leur nombre dans la microflore 

tellurique dépend de la nature, la profondeur, le pH, l’humidité et l’aération (Larpent et 

Sanglier, 1989). 
 

Les 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).  
 

Le genre Streptomyces est très répandu dans le sol où il représente souvent 70 à 90 % 

des actinomycètes. Leur densité augmente dans les sols alcalins et décroit dans les sols 

submergés (Goodfellow et williams, 1983). Leur présence dans les sols est très importante en 

raison de leur aptitude à dégrader les substances organiques non biodégradables par les 

champignons et les bactéries (Crawford, 1993), et à produire des substances prébiotiques et 

antibiotiques (Kieser et al., 2000). 
 

De nombreux métabolites secondaire ont été isolés dans une variété de microorganismes 

et ont été employés dans beaucoup de domaines : l’industrie, l’agriculture, science vétérinaire 

et pharmaceutique (Oskay et al., 2004). Cependant, des études sont en cours pour identifier 

de nouveaux métabolites secondaires efficaces contre les mycètes et les bactéries pathogènes 

Les actinomycètes représentent une source biologique utile d’antimicrobiens contre des 

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

produire naturellement des antibiotiques: environ 70% des molécules actives sont d'origine 

microbienne (Okami et Hotta., 1988).   
 

D’autre part, le phosphore est considéré comme l’élément le plus important dans la 

nutrition des plantes après l’azote. Il s’agit d’un composant essentiel dans toutes les 

principales procédures métaboliques des plantes, telles que le transfert d’énergie la 

photosynthèse, la transduction du signal et la respiration (Khan et al., 2010). 
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Le phosphore inorganique se trouve dans les sols, principalement dans des complexes 

minéraux insolubles tels que le phosphate tricalcique, le phosphate de fer et le phosphate 

d’aluminium (Khan et al., 2014) qui apparaissent après des applications répétées d’engrais 

chimiques. Les plantes n’ont pas la capacité d’absorber ces formes insolubles, en plus 

seulement 0,1% du phosphore total se trouve sous forme soluble et disponible pour la 

nutrition des plantes (Chen et al., 2006). 
 

De ce fait, les niveaux de phosphore disponibles doivent être complétés dans la plupart 

des sols agricoles en ajoutant des engrais chimiques à base de phosphore. Les applications 

fréquentes et imprudentes des engrais chimiques de phosphore conduisent à une diminution 

de la fertilité du sol en perturbant la population microbienne et réduisent ainsi le rendement 

des cultures agricoles (Gyaneshwar et al., 2002). 
 

Pour résoudre ce problème, l’utilisation des bactéries solubilisant le phosphate est une 

solution alternative du fait de leur capacité à solubiliser le phosphate dans les conditions 

normales et sous stress salin. Cette pratique est d’ailleurs soutenue par plusieurs chercheurs 

(Khan et al., 2007). C’est une stratégie respectueuse de l’environnement et économiquement 

réalisable pour améliorer la production végétale et augmenter les rendements des cultures 

dans les sols pauvres en phosphore (Zaidi et al., 2009 b).  
  

La présente étude a été réalisée, avec des objectifs de mettre en évidence l’activité 

antibactérienne des extraits d’actinomycètes après production et extraction de molécules 

bioactives et de sélectionner les isolats capables de solubiliser le phosphore inorganique. 
 

Ce mémoire est structuré de  deux parties :  
  

 Une première partie présente une synthèse bibliographique sur les actinomycètes, leur 

cycle de développement, leur écologie, leur importance et applications dans divers 

domaines ainsi que les différentes molécules bioactives qu’ils produisent et leur 

nature.  

 Une deuxième partie porte, d’une part, sur la description des techniques 

expérimentales utilisées le long de ce travail et d’autre part, traite les résultats obtenus 

avec leur interprétation. 

 Enfin, une conclusion et des perspectives. 



1ère Partie   Synthèse Bibliographique   

 3 

 
Chapitre 01 : Généralités sur les actinomycètes 

 
1. Définition 
 

Ce sont des bactéries Gram positif chimio-organotrophes dont l'ADN contient un 

pourcentage en GC supérieur à 50 ℅, Ils ont une croissance lente par rapport aux autres 

bactéries, le temps de génération moyen est environ 2 à 3 heures (Beckers et al., 1982). Ils 

développent des filaments ramifiés dans la gélose formant un mycélium végétatif et à la 

surface de la gélose formant un mycélium aérien. Ce dernier, forme des conidies ou 

conidiospores. La plupart des actinomycètes sont immobiles, à l’exception des  Actinoplanes 

(Locci, 2005).    

Les actinomycètes n’ont pas de membrane nucléaire, elles possèdent des organites 

flagellaires ressemblant à ceux des bactéries. Elles sont, pour la plupart, sensibles aux 

lysozymes et aux agents antibactériens ; le diamètre de leurs hyphes est plus petit que celui 

des champignons (Gottleb, 1973).  

         En général, les actinomycètes sont des hétérotrophes, mais plusieurs espèces sont 

capables aussi de croissance chimio-auto trophique (Ensign et al., 1993). Certaines ont des 

exigences nutritionnelles tels que les vitamines et certains acides aminés. Ils colonisent 

fréquemment les substrats insolubles tels que le charbon (Crawford., 1993) et peuvent 

dégrader les protéines, la celluloses et d’autre matières organiques comme la paraffine 

(Hernandes-Coronado et al., 1997) et les résidus des plantes dans le sol (Lacey, 1997).  

        Les actinomycètes préfèrent un pH neutre ou peu alcalin, ils sont généralement 

mésophiles, d’autres sont thermophiles tolérants des températures avoisinant 50 °C et peuvent 

aller jusqu'à 60 °C (Omura, 1992). 

 
2. Taxonomie  

  
 La taxonomie des actinobactéries est basée sur un ensemble de caractères 

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

caractéristiques de chaque taxon bactérien est répertorié dans le Manuel de Bergey, un 

ouvrage de référence pour la taxonomie des bactéries, dont le plus récent comprend un 

volume en deux parties dédié aux Actinobacteria (Goodfellow et al., 2012).  
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Jusqu’à ces dernières années, Les actinomycètes appartiennent au règne des 

Procaryotes, à la division des Firmicutes et à la classe des Thalobacteria, contenant l’ordre des 

Actinomycétales (Larpent, 2000), qui à lui seul regroupe environ 45 familles et près de 290 

genres (Kämpfer, 2010).  
 

Stanier (1966), subdivise les actinomycètes en quatre familles : 
 

 Famille des Mycobactériacées  
 

Ce sont des actinomycètes dont la morphologie est la plus voisine de celle des bactéries, 

le mycélium formé en début de développement se rompt rapidement   pour libérer des 

bâtonnets ramifiés ou irréguliers. Les Mycobactériacées présentent des affinités marquées 

avec les Corynebactériacées et les bactéries lactiques. 

Ils se différencient des autres bactéries et actinomycètes, à l’exception de certains 

nocardia, par leur acido-résistance. Cette famille est représentée par le seul genre 

Mycobacterium qui comprend des espèces pathogènes dont la plus connue est Mycobacteruim 

tuberculosis, agent de la tuberculoss (Stanier, 1966). 

 
 Famille des Actinomycétacées (proactinomycètes)  

 
Cette famille représentée par les genres Nocardia et Actinomyces occupe une position 

intermédiaire entre les Mycobactériacées caractérisées par une structure bactérienne et les 

Streptomycétacées caractérisées par une structure pseudo mycélienne. Elle diffère des 

Mycobacériacées par sa croissance presque entièrement mycélienne avec toutefois une 

tendance variable à la segmentation, elle diffère des Streptomycétacées par l’absence de 

conidies (Stanier, 1966). 

 
 Famille des Streptomycétacées :  

 
Cette famille est caractérisée par une structure mycélienne. Le genre Streptomyces est 

très répondu dans le sol où il représente souvent 70 à 90 % des actinomycètes. Il se distingue 

des Nocardia par leur mycélium végétatif persistant quelque soit le stade de développement et 

une reproduction par des conidies en chaine. Les colonies de Streptomyces comprennent un 

mycélium végétatif très serré, implanté dans le milieu et un mycélium aérien, plus lâche 

d’aspect poudreux, formé d’hyphes terminés par des conidies en chaines.  
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Le genre Micromonospora est caractérisé par un développement faible ou nul du 

mycélium aérien : les conidies isolées ou en grappes sont portées directement par le mycélium 

végétatif. Les différentes espèces pour la plupart thermophiles, se développent surtout dans 

les fumiers et les composts (Stanier, 1966). 

 
 Famille des Actinoplanacées  

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

(sporangiospores mobiles), le genre Actinoplane est aquatique (Stanier, 1966). 

 
3. Critères actuels d’identification  
 

3.1. Critères morphologiques  
 

Les critères morphologiques font appel aux caractéristiques culturales sur différents 

milieux de culture et aux caractéristiques morphologiques (Shirling et Gotlieb, 1966).  

Il s’agit alors de noter :  

               - la présence ou l’absence de mycélium aérien (MA).  

               - la couleur du MA et du mycélium de substrat (MS).  

               - la production et la couleur des pigments diffusibles.  

               - la production ou non de pigments mélanoïdes.  

Les couleurs sont souvent déterminées grâce à l’utilisation d’une charte de couleur. Les 

colonies formées sur milieu solide par les actinomycètes sont très particulières. Elles résultent 

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

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

colonies peut être compact, sec, lisse, rugueux à contours lisse ou échancrés. Les colonies 

sont souvent pigmentées (blanc, crème, jaune, violet, rose, gris, etc., ...) (Perry et al., 2004). 
  

Les colonies formées sur des milieux solides présentent différents aspects 

macroscopiques qui peuvent être regroupés en trois types : 

- Colonies poudreuses habituellement couvertes d'hyphes aériens fermement attachés au 

milieu. 

- Colonies pâteuses rugueuses ou lisses qui peuvent être facilement détachées des 

milieux solides. 

- Colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d'hyphes aériens attachés 

au milieu par des crampons. 
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3.1.1. Mycélium aérien 
 

Le mycélium aérien est habituellement plus épais que le mycélium de substrat, il montre 

une différenciation suffisante selon laquelle plusieurs isolats peuvent être séparés en un 

certain nombre de groupes ayant des caractéristiques morphologiques similaires dans des 

conditions bien précises. Ceci est désigné comme lu des critères les plus importants pour la 

classification du genre Streptomyces en espèces, comprenant une structure (cotonnier 

veloutée ou en poudre), une formation d’anneaux ou de zones concentriques et de 

pigmentation.  

 
   3.1.2. Mycélium de substrat  
 

Le mycélium de substrat d'actinomycètes a différentes tailles, formes et épaisseurs. Sa 

couleur varie du blanc ou pratiquement incolore à jaune, marron, rouge, rose, orange, vert ou 

noir. 

D’autre part, les critères micromorphologiques importants des actinomycètes selon 

Bouras (2006) et Boudjella (2007),  sont les suivants :  

- la fragmentation ou non du MS. 

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

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

spores (lisse, rugueuse, épineuse ou chevelue). 

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

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

- la présence de spores mobiles (ex : Planomonospora, Actinoplanes) ou non mobiles 

(ex : Streptomyces, Streptosporangium, ainsi que de nombreux autres genres.) 

 
3.2. Critères chimio-taxonomiques  

 
Les études menées par Cummins et Harris (1956), Roman et Nickerson (1956) et 

Hoare et worke (1957) rapportées par (Becker et al., 1965) ont établi que les actinomycètes 

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

ont également indiqué que la composition chimique de la  paroi cellulaire pourrait fournir des 

méthodes pratiques afin de différencier les genres d’actinomycètes. 

 
3.2.1. Les acides aminés  

 
La paroi cellulaire des actinomycètes est composée soit d’une : 
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 Glycoprotéine contenant de la lysine, ce type de paroi est rencontré chez les formes 

fermentatives, habitants naturels des cavités de l’homme et des animaux, illustrées par 

le genre Actinomyces. 

 Glycoprotéine contenant le plus souvent l’acide LL- 2,6 diaminopimélique (DAP), ce 

type de paroi se rencontre chez les formes oxydatives retrouvées essentiellement dans 

le sol, tel que les Streptomyces. 

La glycine est également présente en quantité importante chez les Streptomyces et les 

Actinoplanes (Larpent et Sanglier, 1989).  

 
3.2.2. Les sucres 

 
La présence ou l’absence de quatre sucres (arabinose, galactose, xylose et madurose) 

dans les hydrolysats acides de cellules entières permet de classer les actinomycètes de type 

pariétal II, III et IV contenant du méso-DAP. Sur cette même base, il est aussi possible de 

répartir en deux sous-groupes les actinomycètes de type pariétal III selon la présence ou 

l’absence de Madurose. (Becker et al., 1965), (Yamaguchi, 1965) et (Le chevalier et Le 

chevalier, 1970 b), divisèrent les actinomycètes en huit chimio types sur la base de l’analyse 

des acides aminés pariétaux et des sucres cellulaires, et dont les plus importants sont : 

L’arabinose (Ara.), le galactose (Gal.), le xylose (Xyl.), le madurose (Mad.) et le rhamnose 

(Rha.).  

 
3.3. Critères moléculaires   

 
Des techniques moléculaires plus récentes basées sur la PCR et l’étude de l'ARN 

ribosomiaux 16S, pas seulement pour les actinomycètes ; avec le nombre croissant des 

nouvelles espèces émergentes, et dans le besoin urgent de les classifier, l’étude de la séquence 

de l'ARNr16S, sa comparaison après alignement avec celles déjà connues et la construction 

d’un arbre qui mets en évidence la distance phylogénétiques entre les espèces s’avère être une 

technique plus rapide et plus faible (Prescott, 2010).  
 

S’ajoute à cela, la détection des génomes similaires avec les techniques d'hybridation 

ADN-ADN des souches plus proches avec celle étudiée en se basant sur la complémentarité 

de leurs séquences. Un pourcentage élevé ou égale à 97 ℅ considère deux souches comme 

appartenant à la même espèce (Madigan et al., 2011). 
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4. Cycle de développement (Ex : le genre Streptomyces)   
 

Le genre Streptomyces possède un cycle de développement complexe sur milieu solide, 

il débute par la germination d’une spore qui donne naissance à un mycélium primaire formé 

d'hyphes non septés, polynucléés, ramifiés et ancres dans le milieu solide. La germination de 

spores comprend quatre étapes : l’activation, l’émergence du tube germinatif et sa croissance 

(Figure 01) (Manteca et Sanchez, 2010).   
 

  

 
Figure 01. Cycle de développement du genre Streptomyces (Hopwood et al., 1985). 

 
4.1. Formation des spores 

 
Les différents groupes d’actinomycètes peuvent sporuler, ces derniers peuvent être 

classés en deux groupes principaux selon leur mode de formation : exo spores et endospores, 

ces spores permettent la propagation de l’espèce et la survie dans des conditions défavorables 

(Kitouni, 2007 ; Loucif, 2010). 

 
4.1.1. Les exospores  

  
Les actinomycètes forment des spores sur le mycélium aérien appelées les exospores, 

qui peuvent avoir des formes très variables, elles se développent par septation des extrémités 

des filaments, habituellement en réponse à une privation en éléments nutritifs (Perscott et al.,  
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2007). La plupart ne sont pas résistante à la chaleur, mais contient des quantités plus 

importantes de potassium, de calcium et de manganèse que dans le mycélium de substrat 

(Kitouni, 2007). 

 
    4.1.2. Les endospores 
 

 Les endospores sont produits par les actinomycètes thermophiles, ils naissent d’une 

régénération du cytoplasme avec la formation d’une nouvelle paroi dans l’hyphe, chez le  

genre Thermoactinomyces. A l’inverse des exospores, les endospores contiennent de l'acide 

dipicolinique, c’est un composé unique retrouvé exclusivement chez les cellules non 

végétatives. Ce dernier associé à de grandes quantités d'ion de calcium et de magnésium 

augmente la résistance des spores à la chaleur. Chez les actinomycètes Actinoplanes et 

Pilimelia, des zoospores mobiles (pourvues de flagelles) se forment à l’intérieur d’un sac 

fermé appelé sporange (Figure 03), les endospores sont issues d’une réorganisation 

cytoplasmique et de la formation d’une nouvelle paroi dans l’hyphe existant (Getha et al., 

2005 ; Kitouni, 2007). 

 
4.1.3. Structures particulières 
  

Certain Actinomycètes forment des structures particulaires qui ne correspondent ni au 

mycélium ni aux spores et n’ont pas toujours une fonction définie (Gerard et al., 2001) :  

 Le sclérote : trouvé chez les Chainia est déterminé par une masse des hyphes cloisonnées 

dans une vacuole et chargé de glycérides et d’acides gras ramifiés (Prescott et al., 2003). 

 Les sporanges : sont des sacs contenant les spores, présents sur les mycéliums aériens 

bien développés ou sur la surface des colonies dépourvues ou ayant un mycélium aérien 

moins développé.  

 Les synnemata : (corémies), sont des assemblages compacts d'hyphes dressées, parfois 

fusionnées et portant des conidies apicales ou latérales (Leveau et Bouix ,1993). Les 

conidies sont des spores asexuées qui peuvent avoir plusieurs organisations : 

* une seule conidie tel chez le genre (Micromonospora) 

* une paire de conidies chez le genre (Microbispora) 

* chaînes courtes de conidies formées d’un nombre inférieur ou bien égal à 20       

spores par chaîne (Actinomadura). 

* longues chaînes de conidies formées d’un nombre de plus de 20 spores par 

chaîne (Streptomyces) (Prescott et al., 2007).  
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                                                             A 

 

 

 Figure 02. Différentes chaînes de spores chez les actinomycètes; spores endogènes (A) et 

spores exogènes (B) (Breton et al., 1989).  
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5. Ecologie  
 

Les actinomycètes sont retrouvés presque partout dans la nature. Ils constituent une part 

importante de la microflore tellurique: 10 à 20 % ou parfois plus (Ishizawa et Araragi, 

1976). Les actinomycètes constituent une large partie des microorganismes de la rhizosphère 

et ont pour fonction écologique de décomposer des substances organiques au sien des 

écosystèmes (Moncheva et al., 2002). La plupart des actinomycètes sont saprophytes mais 

quelques-uns peuvent être pathogènes ou symbiotes des plantes et des animaux (Suzuki et al., 

1994). Elles colonisent une large variété d'habitats naturels (Tableau 01) et sont capables de 

se développer sur une large gamme de substrats.  

 
Tableau 1. Habitats de certaines actinomycètes  (Williams et al., 1984). 

 

 

 
 
6. Importance des actinomycètes 
 

6.1. 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. 

 

 

                   Actinomycètes                       Habitats 

 
Actinoplanes spp. 

 
Eau douce, litière végétale, sol. 

Frankia spp. Nodules racinaires des non-légumineuses, sol. 

Micromonospora spp. Eau douce, sédiments, sols (humides ou non). 

Nocardia amarae Boues activées. 

Rhodococcus coprophilus Déjections animales, eau, sol. 

Streptomyces spp. Sol, litière végétale, eau. 

Saccharopolyspora rectivirgula Foin moisi, sol. 

Saccharomonospora Compost, sol 
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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). 

 
6.2. 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 

valeur. Leur potentiel métabolique offre un domaine de recherche important, la Figure 02 (ci-

dessous) présente une brève description des applications importantes des actinomycètes. 
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Figure 03. Applications biotechnologiques des actinomycètes (Anandan, 2017). 

 
6.3. Autre rôles   
 

 De nombreux actinomycètes peuvent dégrader différents polluants, y compris plusieurs 

pesticides, par exemple, des membres du genre Arthrobader dégradent le chlorophénol 

(Pizzul, 2006) et certains genres comme Nocardia, Rhodococcus, Arthrobacter, 

Mycobacterium et Corynebacterium se révèlent être d’une grande importance dans la 

dégradation des hydrocarbures (Lacey, 1997). 
 

Certaines espèces d’actinomycètes se sont révélées capables de dégrader ou de 

transformer des toxines produites par des champignons toxinogènes (mycotoxines), certaines 

substances, comme la piramicine sont utilisées pour le traitement, les emballages et d’autres 

pour la protection de certains fromages (Boudjella, 2007).  
 

La géosmine qui donne à la terre une odeur de moisi (terreux) et à l’eau des réservoirs 

un goût et une odeur désagréables, est produite par certaines espèces d’actinomycètes 

appartenant aux genres Streptomyces, Nocardiopsis, etc. (Lechevalier, 1981; Goodfellow et 

Williams, 1983). 
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Chapitre 02 : Les actinomycètes et les substances bioactives 

 
Les actinomycètes sont connus par leur production de substances biologiquement 

actives telles que les antibiotiques, les vitamines, les enzymes et les pigments. Certaines 

espèces ont la capacité de solubiliser le phosphore, d’autres sont impliquées aussi, dans le 

control phytopathologique et dans la production des composés antifongiques (Gebreselema, 

2013 ; Hsu et Lockwood, 1975). 

Les actinomycètes sont la source des substances antitumorales (actinomycine), anti 

cholestérol, des insecticides (mykkomycine), des pesticides (antimycine A), des herbicides 

(phinotricine) et de substances ayant des activités immunosuppressive, et immunostimulantes 

(la rapamycine) (Chun et al., 1997 ; Snaglier et Trujillo, 1997 ; Moore et al., 1999 ; 

Petrosyan et al., 2003). 

 
1. Le métabolisme des actinomycètes 
 

En général, les actinomycètes sont des bactéries chimioorganotrophes utilisant une 

grande variété de sources de carbone et d'énergie, y compris les biopolymères complexes 

(chitine, cellulose, lignine). Mais, plusieurs espèces sont capables aussi d’une croissance 

chimio-autotrophe utilisant l’oxydation de l’hydrogène comme source d’énergie et le gaz 

carbonique comme source de carbone (Mariat et Sebald, 1990). 

 Les métabolismes des actinomycètes peut être divisé en deux parties : le métabolisme 

primaire et le métabolisme secondaire (Strub, 2008). Leurs propriétés sont différentes en 

fonction de la phase au cours de laquelle ils sont synthétisés (Delaunay et al., 2003). 

  
1.1. 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). 

1.2. 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). 
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2. Les substances bioactives  
 

2.1. Les antibiotiques 

Les antibiotiques produits par les actinomycètes manifestent des activités biologiques de 

nature principalement antibactérienne, antifongique, anticancéreuse, antivirale ou 

antiparasitaire (Leveau et Bouix, 1993 ; Oskay et al., 2004 ; Gebreselema, 2013). Les 

antibiotiques présentent un intérêt significatif dans le domaine de la santé humaine, animale, 

de l'élevage et de l'agriculture (Leveau etBouix, 1993). Quelques exemples d’antibiotiques 

produits par les actinomycètes sont représentés dans le Tableau 01 en Annexe 01. 

Les Streptomyces ont la capacité de produire différents types d’antibiotiques environ 

plus de 80% à l’heure actuelle (Demain, 2000). La néomycine et la streptomycine sont parmi 

les antibiotiques produits essentiellement par Streptomyces griseus et Streptomyces fradiae, 

qui sont caractérisés par leur propriété bactéricide, fongicide et herbicide contre les 

Streptocoques multi-résistants et les bactéries à Gram positif (Rudi et al., 2012). Jusqu'à 

présent, environ 10 % de ces molécules sont largement utilisées dans le domaine 

thérapeutique humain et vétérinaire, ainsi qu’en agriculture et en industrie agroalimentaire, le 

type de composé synthétisé est propre à chaque espèce productrice (Demain, 2000 ; 

Colombié, 2005). 

Selon Berdy (2005), les antibiotiques des actinomycètes peuvent être classés en groupes 

chimiques à savoir :  

- Les aminoglycosides (streptomycine, néomycine, kanamycine, gentamicine); 

- Les macrolides (érythromycine) 

- Les ansamycines (rifamycine) 

- Les bêta-lactames (thiénamycine) 

- Les peptides (viomycine, thiostrepton, actinomycine, pristinamycine) 

- Les tétracyclines (chlortétracycline, oxytétracycline) 

- Les nucléosides (puromycine) 

- Les polyènes (nystatine, candicidine, amphotéricine B); 

- Les polyéthers (monensine). 
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 2.2. Les enzymes 
 
Après les antibiotiques, les enzymes 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 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 glucose 

isomérase, produite par l’espèce Actinoplanes missouriensis et plusieurs espèces de 

Streptomyces, est utilisée pour obtenir des sirops riches en D-fructose.  

Un complexe amylasique issu de Streptomyces hydroscopicus et Streptomyces. 

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

d’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 Streptomyces coelicolor qui sécrète de nombreuses hydrolases incluant : 

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

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

 
2.3. Les vitamines 

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

ou des actinobactéries. L’isolement de la vitamine B12 à partir des fermentations 

d’actinobactéries 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 actinobactéries 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 

actinobactéries produisaient d’autres vitamines hydrosolubles, telles que, la thiamine et le 

dérivé d’acide ptèroyl glutamique qui favorise la croissance de certaines souches de 

Leuconostoc citrovorum et de la coenzyme A (Anandan, 2016). 
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2.4. Les pigments 

 
Les actinobactéries sont caractérisées par la production de divers pigments sur des 

milieux naturels ou synthétiques, ces pigments sont consid

caractéristiques culturales importantes dans la description des organismes. Tous les 

changements phénotypiques ind

actinobactéries car, ils montrent des colonies morphologiquement distinctives et produisent 

une variété de pigment et de filaments appelés hyphes aériens (

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

rouge, rose, jaune, vert, brun, et noire

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 04. Pigments diffusible

caséine agar (Anandan, 2016).

 
  2.5. Les bioherbicides 
 

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

métabolites secondaires comme herbicides contre les mauvaises herbes

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

monocotylédones et dicotylédones. L’espèce de 

carbocyclique et de l’hydantocindine, ce qui peut réduire la 

augmentant le contenu de l’ATP (
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changements phénotypiques induits par des influences environnementales aideront les 
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une variété de pigment et de filaments appelés hyphes aériens (Goodfellow 

ssent habituellement dans différentes nuances de bleu, violet, 

rouge, rose, jaune, vert, brun, et noire (Figure 03). 

diffusibles produits par diverses actinobactéries dans le milieu amidon

2016). 

 

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

métabolites secondaires comme herbicides contre les mauvaises herbes

produit des herbicides (herbimycine) qui contrôlent les mauvaises herbes 

monocotylédones et dicotylédones. L’espèce de S. hygroscopicus produit de la coformycine

hydantocindine, ce qui peut réduire la synthèse de l’aclenylosuccinate en 

augmentant le contenu de l’ATP (Pillmoor, 1998). 
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2.6. 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). 

 
2.7. Les immunosupresseurs 
 
Certains métabolites sont capables d’agir sur le système immunitaire de façon à inhiber 

celui-ci. Une telle activité se révèle très utile pour le traitement de maladies auto-immunes ou 

pour empêcher le rejet d’organes greffés. Par exemple, la Rapamycine issue de Streptomyces 

hygroscopicus est utilisée pour ses propriétés immunosuppressives et antiprolifératives lors 

des transplantations de reins. Le Tacrolimus (FK506 oufujimycine) isolé chez S. tsukubaensis, 

est utilisé à très faible dose pour la transplantation de foies depuis 1994 (Demain et Sanchez, 

2009). 

 
2.8. 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 Streptomyce snoursei 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 Streptomyces vis-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'Actinomadura bibisca (Tomita et al., 1990). 
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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. 
 

Des exemples de molécules bioactives non antibactériennes et non 

antifongiques produites par les actinomycètes sont représentés dans le Tableau 02 en Annexe 

01. 

 
3. La bioremédiation 
 

Les actinobactéries possèdent de nombreuses propriétés industrielles, ce sont des bons 

candidats pour une application dans la bioremédiation des sols contaminés par des polluants 

organiques. Dans certains sites contaminés, les actinobactéries représentent le groupe 

dominant parmi les agents dégradants (Johnsen et al., 2002). Certains travaux suggèrent que 

la flore de Streptomyces pourrait intervenir dans le recyclage du carbone organique et peuvent 

dégrader les polymères complexes (Sanscartier et al., 2009). La bioremédiation microbienne 

est définie comme l’utilisation des microorganismes pour dégrader des polluants grâce à leurs 

diverses capacités métaboliques (Medina-Bellver et al., 2005). 
 

Les actinomycètes semblent avoir plus d'affinité pour les hydrocarbures aliphatiques et 

les composés cycloalkylephényl ou substitués par un résidu de longueur de chaîne variable 

d'alkyle (Bouchez-Naitali et al., 1999). Ce n’est pas surprenant étant donné que les BTEX 

sont des composés volatils et le manque d’activation de l'oxygène ou de l'anionnitrate rendant 

ainsi ces composés moins stables et résistants à la biodégradation. La biodégradation du 

mélange BTEX (regroupe les six hydrocarbures suivant ; le benzène, le toluène, 

l’éthylbenzène et les trois isomères de xylène qui sont le méta-xylène (m-xylène), 

l’orthoxylène (o-xylène) et le para-xylène (p-xylène)) par les actinomycètes est moins 

rapportée à ce jour. Elle se limite à quelques genres comme Rhodococcus (Kim et al., 2002), 

dont les espèces, Rhodococcus rhodochrous et Rhodococcus pyridinovorans (Deeb et 

Alvarez-Cohen, 1999 ; Jung et park, 2004), Mycobacterium cosmeticum (Zhang et al., 

2013), Nocardia sp. Et Arthrobacter sp. (Weber et Corseuil, 1994), Gordona alkanivorans 

CC-JG39 (Lin et al., 2005) et Streptomyces sp. (Djokic et al., 2011). 
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4. La solubilisation du phosphore 
 

Le phosphore P est l’élément le plus important dans la nutrition des plantes, après 

l’azote N. pratiquement, il joue un rôle important dans tous les processus métaboliques, y 

compris la photosynthèse, le transfert d’énergie, la transduction du signal, la biosynthèse des 

macromolécules, la synthèse d’acides nucléiques et la respiration chez les plantes (Khan et 

al., 2010). Par conséquent, l’acquisition d’une concentration suffisante de phosphore 

augmente la croissance et le développement des plantes dans différents systèmes de 

production. 

Le sol peut contenir de grandes quantités de P mais, il est très rarement disponible pour 

les plantes, étant donné que ses formes organiques (phytates) et inorganiques sont des 

composés très insolubles (Jha, 2012). La mise à disposition des ions phosphates aux plantes 

est régie par la désorption et la solubilisation de P inorganique ainsi que par la minéralisation 

du phosphate organique (Richardson et al., 2009). 

 
4.1. Cycle de phosphore dans le sol 

 
Dans la nature, le phosphore existe sous forme de phosphate plutôt que sous sa forme 

élémentaire. Dans la solution du sol, les deux principales formes d’ions phosphatés sont le 

H2PO4
- (condition acides) et le HPO4

2- (conditions alcalines) (Busman et al., 2002). 
 

Ces ions subissent des transformations comme l’adsorption, la minéralisation, la 

précipitation, l’altération et la réorganisation microbienne. Ainsi, le cycle du phosphore 

comprend le processus de prélèvement du P par la plante, les transformations des formes 

organiques du P et les réactions chimiques de fixation et d’immobilisation dans le sol (Figure 

04). Le P est un élément peu mobile dans le sol (Barber, 1995 ; Holford, 1997). 
 

L’approvisionnement du phosphore en solution est sous l’influence de deux sous 

cycles : un cycle biologique dans lequel les groupements de P sont des formes organiques 

dont les transferts sont assistés par des réactions biologiques et un cycle géochimique dans 

lequel les groupements de P sont des composés chimiques et minéralogiques dont les 

transferts sont dirigés par des mécanismes abiotiques. Le P du cycle géochimique provient 

majoritairement de l’altération des roches mères. 
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Figure 05. Cycle du phospore dans le sol (Pierzynski et McDowell, 2005). 

 
 
4.2. Mécanisme de solubilisation du phosphore par les actinomycètes 

 
Afin de compenser cette pauvreté naturelle en phosphore, ce dernier est ajouté au sol 

sous formes de fertilisants phosphorés dont seulement 1% est utilisé par les plantes, le reste 

est rapidement converti en composés insolubles tels que les phosphates calcique et ferrique. 
 

 Pour cette raison, les microorganismes solubilisant le phosphore ont un intérêt 

particulier, les bactéries et les levures sont les plus performants. Parmi les bactéries possédant 

cette activité, les actinomycètes occupent une place de choix. Les mines marocaines, par 

exemple, sont riches en phosphore et constituent alors de bons sites pour l’isolement de ces 

bactéries. Micromonospora aurantica et S.griseuset S. lividans isolés à partir des mines 

marocaines solubilisent efficacement le phosphore et améliorent sensiblement le poids frais 

des tiges et des racines.  
 

Certains actinomycètes possèdent une capacité importante de produire des phosphatases 

alcalines. Micromonospora endolithica par exemple, solubilise des quantités importantes de 

phosphore et produit des phosphatases alcalines et acides, à ceci s’ajoute sa capacité de 

coloniser Phaseolus vulgaris L.  
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Les phosphatases sont un large groupe d’enzymes hydrolysant des esters et des 

anhydrides de l’acide phosphorique. Plusieurs études ont montrés une présence excessive de 

phosphatases chez les actinobactéries vivantes en interaction avec les légumineuses et 

certaines céréales. Dans les écosystèmes du sol, ces enzymes sont impliquées dans des rôles 

critiques dans les cycles de P et jouent un rôle principal dans l’activité biologique du sol. 
 

Les principaux mécanismes de solubilisation du P employées par les microorganismes 

du sol tel que les actinomycètes comprennent :  

1) La libération des complexant ou composés dissolvant les minéraux par exemple des 

anions d’acides organiques, des sidèrophores, des protons, des ions hydroxyle et le 

CO2. 

2) La libération d’enzymes extracellulaires (minéralisation biochimique du P). 

3) La libération de phosphore lors de la dégradation du substrat (minéralisation 

biologique du P) (McGill et Cole, 1981). 

 
5. Généralités sur les bactéries cibles  

5.1. Staphylococcus aureus   

Les Staphylococcus aureus sont des bactéries sphériques (coques) aérobie-anaérobie 

facultative a gram positif, très résistantes dans le milieu extérieur et peu en culture. S.aureus, 

communément appelé staphylocoque à coagulase positive. Il a été nommé ainsi par 

Rosenbach en 1884 en raison de la production de caroténoïdes donnant à la bactérie sa 

pigmentation de surface caractéristique (Couderc, 2014). C’est une  bactérie commensale de 

la peau et des muqueuses dont la niche principale est la fosse nasale. D’autres sites peuvent 

également être colonisés par S.aureus tels que le pharynx, l'intestin, le périné, la peau et les 

aisselles. Si l'homme est le principal réservoir, ces bactéries sont également retrouvées dans 

l’environnement (eau, air, surface, aliment) et chez l’animal, notamment d’élevage.   

 
5.2. Bacillus cereus  

  
Bacillus cereus est une bactérie pathogène à coloration de Gram positive, de 

métabolisme aéro-anaérobie facultatif et capable de produire des spores dans des conditions 

défavorables de croissance. C’est un micro-organisme mobile, en forme de bâtonnet de 

grande taille (>1μm), parfois en chaînette, les colonies ont un aspect cireux et opaque sur 

milieux gélosés.  
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C’est également une bactérie ubiquitaire retrouvée, principalement sous forme de 

spores, dans un grand nombre d’environnements tels que le sol (Stenfors Arnesen et al., 

2008), la surface des végétaux (Kouamé et al., 2013) ou encore l’air ambiant (Lues et al., 

2007).  
 

En 2012, un rapport de l’Institut National de Veille Sanitaire (InVS) indique que B. 

cereus est la deuxième cause de TIAC en France juste derrière Staphylococcus aureus et 

devant le genre Salmonella (InVS, 2012). Néanmoins, l’incidence réelle de B. cereus en tant 

que pathogène alimentaire reste difficile à évaluer pour plusieurs raisons. Premièrement les 

toxi-infections à B. cereus ne sont pas à déclaration obligatoire et sont donc probablement 

sous estimées dans les décomptes officiels. Deuxièmement, la courte durée et la bénignité des 

symptômes des infections à B. cereus encouragent rarement le malade à consulter un médecin. 

Enfin les symptômes des infections à B. cereus sont régulièrement associés à tort à des toxi-

infections à S. aureus ou à Clostridium perfringens.  

 
5.3. Klebsiella pneumoniae  

 
C’est est une entérobactérie appartenant au genre Klebsiella. Il s’agit d’un bacille gram 

négatif toujours immobile et très souvent encapsulé, poussant sur milieu ordinaire en 

atmosphère aèro-anaérobie, oxydase négative, fermentant le glucose et le lactose en 

produisant du gaz, produisant de l’indole et une urèase et fermentant l'acétoine (réaction de 

Vosges-prosateur), réduisant les nitrates et nitrites. K.pneumeniae est une espèce ubiquitaire, 

elle peut être isolée de l’environnement (sols, eaux de surface, eau usées, végétaux) ainsi que 

des flores commensales de l'homme et des animaux (Bagley, 1978).   
 

Klebsiella pneumoniae est un germe opportuniste, responsable d'infections diverses : 

infections suppuratives, urinaires, respiratoires, biliaires qui peuvent être à l’origine de 

bactériémie et surtout de septicémie de pronostic sévère, principalement chez les malades 

immunodéprimés, les cancéreux, les brûlés, les cirrhotiques, les diabétiques, chez les 

vieillards, les nourrissons, les nouveau-nés et les prématurés (Stone et al., 2003 ; Sahly et al., 

2004). 
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5.4. Escherichia coli 

 
Escherichia coli, isolée par Escherich en 1885, est l’espèce type du genre Escherichia 

qui appartient à la famille des Enterobacteriaceae. C’est un Bacille à Gram négatif, assez 

grand (1–1,5 × 2–6 μm), aéro-anaérobie facultatif, oxydase négatif, nitrate positif et qui 

fermente le glucose (Farmer et al., 2007). Les principaux caractères distincts de E. coli vis à 

vis des autres entérobactéries sont : la fermentation du lactose, la production d’une β-

galactosidase, la production d’indole à partir du tryptophane, l’absence d’uréase et l’absence 

d’utilisation du citrate (Simmons) comme source d’énergie et de carbone. 
 

Concernant l’habitat, on trouve Escherichia coli en abondance dans la flore 

commensale, en particulier dans le tube digestif. Par ailleurs, elle est très répondue dans 

l’environnement : eau, sols, et dans les aliments (Baraduc et al., 2000). 
 

Chez l’homme, la colonisation par E. coli est précoce, et peut être responsable d’un 

nombre varié de pathologie. Toutefois, trois types de syndromes majeurs résultent de 

l’infection par des souches d’E. coli pathogènes : infections urinaires, les infections digestives 

(diarrhées, infections hépatobiliaires et autres), et les méningites néonatales et septicémies 

(Jaureguy., 2009). 

 
5.5. Bacillus subtilis 

 
Bacillus subtilis, connu aussi comme le bacille du foin ou le bacille de l'herbe, est une 

bactérie Gram positive, catalase positive, c'est surtout une espèce ubiquitaire. Sa longueur 

varie de 2 à 4 μm et sa largeur de 0,5 à 2 μm. Elle a pour forme cellulaire des bâtonnets droits 

à bout arrondis. Elle est mobile grâce à une ciliature péritriche. Elle est aérobie stricte, sa 

température optimale est de 40 °C, elle est trouvée dans le sol, elle peut former une endospore 

dure protectrice, elle est classée comme une bactérie aérobie obligatoire (Bridier et al., 2010).  

C’est une Bactérie antagoniste de nombreux champignons pathogènes et est utilisée comme 

moyen de lutte biologique contre ceux-ci dans de nombreuses cultures et particulièrement 

contre la pourriture grise dans les vignes (Sonenshein, 2001).  
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Chapitre 01 : Matériel et Méthodes 

 

L’objectif principal de la présente étude, consiste d’une part, à la production et 

l’extraction 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. 

D’autre part, au criblage des isolats d’actinomycètes aptes à solubiliser le phosphore et la 

détermination de l’efficacité de la solubilisation de ce dernier. 

 
1. Période et lieu de stage 
 

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

Micribiologie et de Biochimie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des 

Sciences de la Terre de l’Université «Djilali Bounaama» de Khemis Miliana, durant la 

période s’étalant du mois de Mars au mois de Juillet 2019.  

 
2. Matériel utilisé 

  
2.1. Matèriel biologique 
  
* Les isolats d’actinomycètes 

   
Nous avons travaillé sur 33 isolats d’actinomycètes provenant de différents échantillons 

de sols et appartenant à la collection du Laboratoire de Recherche PRAVDURN de 

l’Université « Djilali Bounama » de Khemis Miliana. Les isolats ont été conservés à – 20 °C 

sur milieu ISP2 liquide additionné de 15 % de glycérol (v/v).  

 
* Les souches bactériennes de références 
 

  Cinq bactéries utilisées pour la mise en évidence de l’activité antibacterienne des 

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

laboratoire de Microbiologie Appliquée à l’agroalimentaire au Biomédical et à 

l’environnement (LAMAABE) de l’Université Abou Bakr Belkayed de Tlemcen (Tableau 02). 
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Tableau 02. Références des bactéries indicatrices. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Méthodes utilisées  
 

3.1. Revivification des isolats d’actinomycètes  
 

La revivification des isolats a été réalisée par des cultures sur les milieux gélosés Bennet 

et ISP2 en Annexe 02. Chaque isolats est ensemencé en surface du milieu de culture par des 

stries serrèes de manière à avoir des colonies abondantes. Les boites sont ensuite incubées à 

30 °C jusqu’à sporulation (pendant 14 à 21 jours).  

 
3.2. Conservation des souches d’actinomycètes  

 
Une nouvelle conservation des isolats d’actinomycètes de courte durée à été effectuée à 

4 °C sur gélose inclinée en tubes à èssai ou sur milieu ISP2 à raison d’un repiquage toutes les 

4 semaines. Pour la conservation de longue durée, les cultures d’atinomycètes de deux 

semaines en milieu liquide sont additionnées de glycérol stéril d’une concentration de 15% 

(v/v) et sont immédiatement congelées.  

 
3.3. Etude morphologiques 

  
3.3.1. Etude micro-morphologique  

 
* Coloration de Gram 

 
Les bactéries peuvent être groupées en deux catégories selon la méthode de coloration 

de Gram, qui a été mise au point en 1884 par un bactériologiste Danois Hans Christian Gram. 

 
Cet examen est réalisé sur des frottis minces préparés à partir de colonies de chaque 

isolat obtenu sur le milieu ISP2, ces frottis sont colorés, après observation à l’aide d’un  

Bactéries Gram Référence 

Bacillus cereus Positif ATCC 10876 

Bacillus subtilis Positif ATCC 21332 

Staphylococcus aureus Positif ATCC 43300 

Escherichia coli Négatif ATCC 25922 

Klebsiella pneumeniae Négatif ATCC 700603 
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microscope optique à grossissements (Gx100), ce dernier permet de déceler les formes 

morphologiques des différentes bactéries et de préciser le Gram + et le Gram-. 
 

Le mode opératoire est comme suit : 

 Sur un frotti fixé à la chaleur, recouvrir la lame de violet de gentiane 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 puis laver à l’eau,  

 Sécher entre deux feuilles de papier buvard, 

 Puis observer sous un objectif à immersion (Gx100) d’un microscope optique 

(Prescott et al., 2010). 
 

À partir de cet examen, nous pouvons déterminer quelques caractères morphologiques 

des actinomycètes, concernant le type de Gram et les indications sur leurs formes 

(principalement la forme des filaments) et la présence ou l’absence de spores isolées. 

(William et al., 2010). 

 
* Culture sur lamelle ( Cross 1989) 

 
L’observation in situ de la morphologie des chaines de spores et l’étude du mycélium 

aérien et du mycélium de substrat ont été effectuées selon la technique décrite par Cross 

(1989). Cette technique consiste à insérer délicatement une lamelle stérile dans un milieu 

gélose ISP3 de telle sorte qu’elle forme un angle de 45° avec celui-ci (Figure 05). Une goutte 

de chaque inoculum des souches est déposée sur la lamelle en contact avec le milieu gélosé. 

Après 21 jours d’incubation à 30 °C, la lamelle est retirée soigneusement de la gélose 

entrainant quelques fragments du mycélium, elle est ensuite déposée sur la lame avec une 

goutte de bleu de méthyle et examinée au microscope optique à  grossissement (Gx100) . 
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Figure 06. Présentation schématique de la technique de culture sur lamelle. 

 

3.3.2. Etude macro-morphologique  
 
* Observation à l’œil nu 

 
L’étude macromorphologique permet de déterminer les différents aspects du mycélium 

de substrat (MS) et du mycélium aérien (MA), qui varient selon les milieux. Ce test consiste à 

ensemencer différents milieux d’identification (ISP2, ISP3, ISP4) (Shirling et Gottlieb, 

1969), puis les incubés à 30 °C pendant 7, 14 et 21 jours. La production de pigments 

diffusibles dans le milieu a également été notée. 

 

* Observation à la loupe binoculaire 
 

Après 21 jours d’incubation à 30 °C, les boites contenant les colonies d’actinomycètes, 

d’aspect bien précis et clair sont observées à la loupe binoculaire Gx4. 

 

       3.3.3. Etude physiologique 

 
* Production de pigments mélanoïdes 

 
La mise en évidence de la production des mélanines (pigment de différent couleur 

diffusible) est réalisée sur milieu gélosé ISP7. Les isolats actinobactériens sont ensemencés en 

stries serrées sur ce milieu en boite de Pétri. Les boites sont incubées à 30 °C et la production 

des mélanoïdes est appréciée après 5 à 9 jours d’incubation par comparaison avec le témoin 

(une boite de Pétri contenant le milieu ISP7 uniquement). 

 

 Lame 

Lamelle  Inoculum 

d’actinomycète 

Bleu de 

Méthylène 
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3.4. Extraction préliminaire des molécules bioactives 

 
3.4.1. Production de molécules bioactives sur milieu liquide 

 
Afin d’évaluer la production des substances antimicrobiennes dans le milieu liquide, les 

isolats d’actinomycètes ont été mis en culture dans 50 ml du milieu ISP 2 pendant 7 jours à  

30 °C sous agitation.  

 
 
3.4.2. Extraction de molécules bioactives 
 

L’extraction est faite à partir des filtrats de culture et à partir de la biomasse mycélienne. 
 

 
* Extraction à partir des filtrats de culture  

 
Les cultures des actinomycètes sur milieu liquide préparées précédemment sont  

centrifugées à 10 000 rotation pendant 20 min afin d’éliminer le mycélium. Le surnageant 

obtenu est additionné d’un même volume d’acétate d’éthyle, comme solvant organique, et est 

agité à température ambiante pendant 20 min. Après séparation des phases dans les ampoules 

à décanter, la phase organique (phase supérieure) est récupéré puis déshydratée par passage à 

travers un papier filtre contenant du sulfate de sodium anhydre (entonnoir + papier filtre + 2g 

de sulfate de sodium) afin d’éliminer les traces d’eau résiduelles et les contaminants 

hydrophiles présents (Figure 07). L’extrait de la phase organique obtenu pour chaque isolat 

est concentré par évaporation sous vide à l’aide d’un évaporateur rotatif (45 °C). Le résidu sec 

est ensuite repris dans du méthanol (Kitouni et al., 2007). Ces extraits (l’extrait brut et sec), 

sont testés pour leur activité par la méthode des disques en papier. 

 
* Extraction à partir de culot 

 
Un volume de 20 ml de jus de fermentation est centrifugé à 10 000 rotations pendant 15 

minutes. Le mycélium recueilli dans le culot est lavé 2 fois à l’eau distillée stérile, puis extrait 

pendant 2 heures sous agitation et à température ambiante, avec 5 ml de méthanol pur 

(Lindenfelser et al., 1964). L’ensemble est centrifugé, dans les mêmes conditions décrites ci-

dessus, afin de récupérer l’extrait méthanolique du mycélium. 
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Figure 07. Etapes pour l’extraction des molécules bioactives produites par les actinomycètes. 

 

1/ Culture de l’isolat d’actinomycètes 

sur milieu ISP2 liquide. 

2/ Après centrifugation, mélange du 

surnageant avec solvant et agitation.  

3/ Extraction et séparation des deux phases. 

4/ Déshydratation des deux phases par 

passage sur le sulfate de sodium. 

5/ Concentration par évaporation sous 

vide à l’aide d’un évaporateur rotatif. 
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3.5. Mise en évidence de l’activité antibactérienne sur milieu solide 

 
L’activité antibactérienne est déterminée par la technique des disques en papier. Cette 

expérience est menée vis-à-vis 05 souches bactériennes ATCC, citées précédemment. 

 
3.5.1. Culture des bactéries-cibles 

 
L’inoculum standard des bactéries-cibles est préparé comme suit : après ensemencement 

de chaque bactérie cible sur gélose nutritive par des stries d’épuisement, et incubation à 37 °C 

pendant 24 h (culture jeune), quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques sont 

raclées à l’aide d’une anse de platine qui sera  déchargée dans 9 ml d’eau physiologique 

stérile. Le tout est homogénéisé et l’opacité de la suspension bactérienne ainsi obtenue doit 

être équivalente à une densité optique (DO=0,1) à une longueur d’onde λ = 610 nm (Cavalla 

et Ebrilin, 1994). 

 
3.5.2. Méthode des disques 

 
La méthode des disques consiste à préparer le milieu Muller Hinton (afin de faciliter la  

diffusion de l’antibiotique) est pré-ensemencé avec la suspension de bactéries cibles. C’est 

une méthode qui se fait de la même manière qu'un antibiogramme où les disques 

d’antibiotiques sont remplacés par des disques de papier Wattman (de 06 mm de diamètre). 

Ces derniers sont  imprégnés, dans les conditions d’asepsie et à l’aide d’une micropipette, par 

10 μl de l’extrait de chaque isolat d’actinomycètes.  
 

Après séchage à 37 °C pendant 15 minutes, les disques sont déposés soigneusement sur 

les boites de Pétri contenant le milieu Mueller-Hinton préalablement ensemencé, par 

écouvillonnage, par les bactéries cibles. Un contrôle négatif a été effectué en utilisant un 

disque de papier imprégné par 10 μl de solvant organique seul (acétate d’éthyle et méthanol). 

Les boites sont laissées 15 min pour permettre une pré-diffusion des substances bioactives, 

puis incubées à 37 °C pendant 24 heures (Nurul et al., 2009).  

 
3.6. Mise en évidence de la solubilisation du phosphate inorganique 
 
La capacité des isolats d’actinomycètes  à libérer le phosphore soluble a été testée sur 

milieu Pikovskaya solide (Pikovskaya, 1948) contenant 0,5% de phosphate tricalcique (TCP)  

comme seule source de phosphore. Le milieu est ensemencé par touche ou par cylindre d’agar  

(Nautiyal, 1999).  
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Après dix jours d’incubation à 30 °C, La solubilisation du phosphate a été mise en 

évidence par l’apparition d’un halo clair autour de la colonie sur milieu PVK.   
 

La mesure des diamètres des halos est réalisée par l’équation suivante : 
 

Diamètre total = Diamètre de la colonie (ou disque d’agar) + Diamètre du halo, 
 

Donc :  Diamètre de l’halo = Diamètre total - Diamètre de la colonie (ou disque d’agar). 
 

Les résultats ont été exprimés par calcul de l’efficacité de solubilisation (Nguyen et al., 

1992),  par la formule suivante :   
 

L’efficacité de la solubilisation % = (diamètre de l’halo / diamètre du d’agar) × 100 
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L’objectif de notre travail, est d’étudier l’activité antibactérienne des molécules 

bioactives extraites à partir des filtrats de culture et du culot, des cultures mycéliennes sur 

milieu ISP2. Ainsi, la sélection des isolats d’actinomycètes capables de solubiliser le 

phosphate inorganique sur milieu PVK solide. 
 

En effet, la majorité des isolats cultivés pendant 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. 
 

Après, nous avons procédé à l’extraction des métabolites antibactériens, à la fois, à 

partir du filtrat de la culture en milieu liquide et à partir du mycélium en utilisant l’acétate 

d’éthyle comme solvant organique et le méthanol, respectivement. Dans le premier cas, les 

résultats étaient nuls, c'est-à-dire aucun effet antagoniste de l’extraits sec (surnageant) n’a été 

détecté vis-à-vis les bactéries cibles testées. Par contre, l'extrait méthanoïque de tous les  

isolats montre un effet antagoniste variable sur au moins une bactérie cible testée. Une forte 

activité antibactérienne est enregistrée chez l’isolat A41 avec une zone d’inhibition de 30 mm 

contre Bacillus subtilis.  
 

La résistance bactérienne aux molécules constitue un problème important lorsqu’elle 

concerne des microorganismes pathogènes. Cette résistance se traduit par la capacité acquise 

d’un microorganisme à résister aux effets d’un agent chimio-thérapeutique pour lequel il est 

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

majeure. 
 

Nous avons pu au cours de cette étude, démontrer que la plupart des isolats étudiées ont 

la capacité de solubiliser le phosphore ce qui se traduit par l’apparition d’halos clairs autour 

des colonies sur milieu PVK. D’après certaines études,  ce processus est lié à la sécrétion des 

acides organique produits par ces actinobactéries, qui entrainent la libération du phosphate 

après destruction complète des liaisons ioniques qui lient le calcium au phosphate. Il s’agit de 

l’acide gluconique d’après Hamdali, (2008). Les isolats étudiés n’ont pas la même capacité 

de solubiliser le phosphate ce qui explique la différence entre les diamètres mesurés.         
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Les isolats A11 et A47  ont engendré les plus grands diamètres donc, ils solubilisent plus le 

phosphate par rapport aux autres isolats.  
 

Nous avons remarqué une relation très importante entre les isolats qui solubilisent le 

phosphore et les isolats qui possèdent un effet antagoniste sur les germes cibles ; c’est à dire 

que les isolats qui solubilisent le phosphore présente en même temps une activité 

antibactérienne contre les germes cibles. 
 

Enfin et pour conclure, nous pouvons dire, que les sols algériens sont riches en 

actinomycètes  qui solubilisent le phosphore par l’action des phosphatases et qui sont aptes de 

produire des molécules bioactives (métabolites secondaires) comme les enzymes et les 

antibiotiques. Ces derniers peuvent être utilisés dans le traitement de plusieurs maladies pour 

résoudre le problème d’émergence des bactéries multirésistantes. Ces actinobactéries pourront 

ultérieurement être exploitées et valorisées avec profit dans le domaine pharmaceutique, 

industriel et agronomique.  
 

Comme perspectifs, il reste plusieurs travaux à mener afin de répondre aux questions 

soulevées lors de cette étude. Parmi ces travaux on cite : 

 La purification des différents métabolites actifs ainsi que leur identification par les 

techniques chromatographies comme la chromatographie en phase liquide à haute 

performance (HPLC).  

 Tester d’autres solvants pour l’extraction ainsi que d’autres systèmes de solvant pour la 

CCM afin de pouvoir extraire et séparer le maximum de métabolites secondaires. 

 Tester un ensemble varié de conditions de culture pour la fermentation des souches 

actives dans le but d’optimiser la production de molécules antibactériennes en qualité et 

en quantité. 

 Déterminer leurs modes d’action dans l’activité antifongique. 
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