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 ملخص

 

الأكتينوميسيتات هي بكتيريا مسؤولة عن إنتاج معظم الجزيئات النشطة بيولوجياً. في هذا العمل ، كنا مهتمين بالبحث عن 

ضافة إلى التوصيف الأولي لهذه بالإ Streptomycesالجزيئات النشطة بيولوجياً ذات النشاط المضاد للفطريات من عزلات 

 الجزيئات الحيوية.

 الزراعيةتم إجراء التوصيف المظهرى للعزلات العشر من الفطريات الشعاعية من خلال دراسة الخصائص 

والفسيولوجية. تم استخلاص الجزيئات النشطة بيولوجيا باستخدام عدة مذيبات ذات استقطابات مختلفة. أجريت دراسة النشاط 

للميكروبات للمستخلصات بطريقة الانتشار في وسط أجار ضد العديد من الخمائر والفطريات. تم إجراء توصيف  المضاد

 أولي للجزيئات الحيوية بواسطة كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة والتصوير الحيوي.

نشاط المضاد أتاحت دراسة ال  .Streptomycesأتاحت نتائج اختبارات النمط الظاهري ربط العزلات بالجنس 

 للميكروبات للمستخلصات ضد الفطريات والخمائر إمكانية اختيار عدد قليل من العزلات ذات الفعالية الكبيرة.

بأفضل نشاط ضد جنس المبيضات )مناطق  ACT170 و ACT158 تتمتع مستخلصات الأسيتون والبوتانول من سلالات

سلالات نشاطًا معادياً ضد الفطريات الخيطية ، ولا سيما مستخلصات مم( ، بينما تظهر العديد من ال 37و  30التثبيط بين 

 ضد جنس ACT299 و ACT316 و ACT97 و ACT170 البوتانول ، والهيكسان ، و الإيثانول والأسيتون للسلالات

Fusarium  والمستخلصات الميثانولية والبيوتانولية والإيثانولية من سلالتي .ملم 46حتى  24بقطر ACT97 و ACT359 

 .التي تظهر نشاطًا قوياً ضد جنس الرشاشيات

و  ACT359و  ACT 299و  ACT97و  ACT170لوحظت أكبر مناطق التثبيط مع مستخلصات السلالات 

ACT316  ملم. 46ملم إلى  30والتي تتراوح من  

الحصول على  ننا منتمك فهيأفضل مذيبات الاستخلاص هي البوتانول والهكسان والميثانول والإيثانول والأسيتون. 

 مم في القطر. 46مم إلى  30مناطق منع تتراوح من 

اكتشاف جزء نشط له تأثير قوي ضد مكننا من  ACT359من سلالة  الهيكسان التصوير الحيوي لمستخلص يجعل

 جنس الرشاشيات.

 ت.يمكننا أن نستنتج أن سلالات الشعيات المدروسة هي منتجة ممتازة للجزيئات المضادة للفطريا

 .، مضادات الفطريات ستربتوميساتالفطريات الشعاعية ، النشاط المضاد للميكروبات ،  الكلمات المفتاحية:

 

 

 

 

 



Abstract 

 

Actinomycetes are bacteria responsible for the production of most bioactive molecules. In 

this work, we were interested in the research of bioactive molecules with antifungal activity 

from Streptomyces isolates and a preliminary characterization of these biomolecules. 

The phenotypic characterization of the 10 isolates of actinomycetes was carried out by 

studying the cultural and physiological characteristics. The extraction of bioactive molecules 

was performed using several solvents of different polarities. Study of the antimicrobial activity 

of the extracts was carried out by the method of diffusion in agar media against several yeasts 

and fungi. A preliminary characterization of the biomolecules was performed by thin layer 

chromatography and bioautography.   

The results of the phenotypic tests allowed to assign the isolates to the genus Streptomyces. 

The study of the antimicrobial activity of the extracts against fungi and yeasts allowed the 

selection of some isolates having a significant activity.  

The largest zones of inhibition were observed with the extracts of the strains ACT170, ACT97, 

ACT 299, ACT359 and ACT316 which ranged from 30mm to 46mm. 

The acetone and butanolic extracts of strains ACT158 and ACT170 have the best activity 

against the Candida genus (zones of inhibition between 30 and 37mm), while several strains 

show antagonistic activity against filamentous fungi, in particular butanolic, hexanoic extracts 

, ethanolic and acetonic strains ACT170, ACT97, ACT316 and ACT299 against the genus 

Fusarium (24 up to 46mm in diameter). And The methanolic, butanolic and ethanolic extracts 

of the ACT97 and ACT359 strains which exhibit strong activity against the Aspergillus genus. 

The best extraction solvents are butanol, hexane, methanol, ethanol, and acetone. They allow 

for zones of inhibition ranging from 30mm to 46mm in diameter. 

The bioautography of the hexanoic extract of the ACT359 strain allows the detection of an 

active fraction which has a powerful action against the genus Aspergillus. 

We can conclude that the studied actinomycetes strains are excellent producers of antifungal 

molecules. 

 

Key words: Actinomycetes, antimicrobial activity, Streptomyces, antifungals. 

 

 

 



Résumé 

 

Les actinomycètes sont des bactéries responsables de la production de la plupart des 

molécules bioactives. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à la recherche des 

molécules bioactive à activité antifongiques à partir des isolats de Streptomyces ainsi une 

caractérisation préliminaire de ces biomolécules. 

La caractérisation phénotypique des 10 isolats d actinomycètes a été réalisée par l’étude   des 

caractéristiques culturales et physiologiques. L’extraction des molécules bioactives a été 

réalisée en utilisant plusieurs solvants de polarités différentes. Étude de l’activité 

antimicrobienne des extraits a été réalisé par la méthode de diffusion en milieux gélosé vis-à-

vis de plusieurs levures et champignons. Une caractérisation préliminaire des biomolécules a 

été effectuée par des chromatographie sur couche mince et bioautographie.   

Les résultats des tests phénotypiques ont permis de rattacher les isolats au genre 

Streptomyces. L’étude de l’activité antimicrobienne des extraits vis-à-vis des champignons et 

des levures ont permis de sélectionner quelques isolats ayants une activité non négligeable.  

Les extraits acétoniques et butanoliques des souches ACT158 et ACT170 ont la meilleure 

activité contre le genre Candida (zones d’inhibition comprises entre 30 et 37mm), alors que 

plusieurs souches montrent une activité antagoniste contre les champignons filamenteux, en 

particulier les extraits butanoliques, hexanoiques, éthanoliques et acétoniques des souches 

ACT170, ACT97, ACT316 et ACT299 contre le genre Fusarium (24 jusqu’à 46mm de 

diamètre). Et Les extraits méthanoliques, butanoliques et éthanoliques des souches ACT97 et 

ACT359 qui présentent une activité forte contre le genre Aspergillus. 

Les plus grandes zones d’inhibition sont observées avec les extraits des souches ACT170, 

ACT97, ACT 299, ACT359 et ACT316 qui vont de 30mm à 46 mm. 

Les meilleurs solvants d’extraction sont le butanol, hexane, méthanol, éthanol, et l’acétone. 

Ils permettent d’avoir des zones d’inhibition allant de 30mm jusqu’à 46mm de diamètre. 

La bioautographie de l’extrait hexanoique de la souche ACT359 permet de déceler une fraction 

active qui possède une action puissante contre le genre Aspergillus. 

Nous pouvons conclure que les souches d’actinomycètes étudiées sont des excellents 

producteurs de molécules antifongiques. 

 

Mots clés : Actinomycètes, activité antimicrobienne, Streptomyces, antifongiques. 
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Introduction 

 

Bien que la médecine moderne nous a permis de survivre a des maladies qui auraient été 

autrement mortelles, cela s'est accompagné d'une expansion des populations des patients 

immunodéprimés vulnérables aux microbes pathogènes. Parmi ces menaces microbiennes, les 

champignons qui sont devenus l'une des principales causes de maladies humaines liée à des 

taux de morbidité et mortalité très élevés, font de leur traitement et de leur prophylaxie un 

véritable défi thérapeutique (Brown et al., 2012 ; Brown, Denning et Levitz, 2012 ; Fisher et 

al.,2020). Ces envahisseurs opportunistes comprennent essentiellement les espèces de Candida 

et d’Aspergillus (Carle, 2003, Holding et al., 2003). 

Les facteurs de risque sont principalement le nombre accru des patients fragilisés par leurs 

maladies ou par un traitement immunosuppresseur, les transplantations des organes, Le diabète 

et l'insuffisance rénale (Odds, 1995 ; Ampel, 1996 ; Pfaller, 2002 ; Ascioglu et al., 2002). 

 

Les antifongiques qui sont actuellement à notre disposition pour le traitement des mycoses 

dispose à vrai dire un petit nombre de produis, en particulier contre les mycoses profondes. 

Trois classes d'agents antifongiques sont disponibles :  les polyènes (amphotéricine B), les 

dérivés triazolés (fluconazole, itraconazole, voriconazole) et les analogues nucléosidiques (5-

fluorocytosine) (Lacroix et al., 2003). 

Cependant ces antifongiques ne sont pas pour autant dénués d’effets indésirables pouvant 

être graves. Leur utilisation est limitée par leur toxicité, leur bio-disponibilité, des interactions 

médicamenteuses ou de l’étroitesse de leur spectre d’action. Ainsi que l’apparition d’espèces 

résistantes (Ghannoum et Rice, 1999). 

C’est pourquoi la découverte de nouveaux antifongiques avec un spectre large, une activité 

plus puissante et peu d’effets toxiques est devenu fondamental pour la future prise en charge 

des infections fongiques systémiques (Peignen, 1995). 

 

Aujourd’hui, les Actinomycètes en général et surtout les Streptomyces sont les groupes de 

bactéries les plus courants, produisant des métabolites, notamment antibactériens et 

antifongiques (Berdy, 2005). Ces bactéries sont largement utilisées en pharmacologie, et de 

nombreux centres de recherche dans le monde ont examiné ces organismes en raison de leur 

importance dans la production des antibiotiques (Abdel-Kader et Muharram , 2017). 

 



 

Les objectifs de notre étude consistent à : 

-La réalisation d’une étude phénotypique particulièrement morphologique et physiologique des 

isolats. 

-L’extraction des molécules à activité antifongique à partir des bactéries du genre Streptomyces 

et la mise en évidence de leur activité ainsi que la caractérisation chimique des biomolécules. 

Ce travail est présenté en trois parties : 

- La première partie est relative à une synthèse bibliographique en rapport avec le thème abordé. 

- La deuxième partie est consacré à la présentation du matériel utilisé et à la description des 

méthodes effectuées. 

- La troisième partie comporte les résultats et discussions. 
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Chapitre Ӏ : Généralité sur les Actinomycètes est les Streptomyces 

I. Les actinomycètes  

.1  Définition et caractéristiques générales  

En grec le mot Actinomycète est divisé en deux « Aktis » qui signifie rayon et « Mykes » qui 

veut dire champignon, la nomenclature globale veut dire « champignons rayonnants » (Lamari, 

2006). 

 

Les Actinomycètes ou bien Actinobactéries sont des bactéries à Gram positif caractérisées 

par un pourcentage de Guanine-cytosine élevée (supérieur à 55%). En outre, elles forment une 

branche très diversifiée morphologiquement, allant de simple Cocci jusqu’aux formes 

mycélienne complète (Goodfellow, 2012). La majorité d’entre eux sont immobiles, et leur 

croissance est lente avec un temps de génération de 2 à 3 heures, ils poussent en quelques jours 

à quelques semaines. On les trouve en abondance dans la nature (Boudemagh, 2007). 

Les Actinomycètes sont indispensables à la fertilisation des sols et à la fabrication des produits 

chimiques complexes tels que les antibiotiques, les vitamines, et les stérols, etc (Boudemagh, 

2007). 

 

A l’époque les Actinomycètes ont été confondu avec les champignons en raison de leur 

morphologie fongoïdes résultant de leur croissance centrifuge autour du germe, et la présence 

des organes de sporulation (sporanges) (Reponen et al., 1998) 

 

Leur propriétés chimiques et physiologiques et immunologiques, en revanche les identifient 

clairement comme des procaryotes (Becker et al., 1965 ; Lechevalier et Lechevaleier, 1981). 

 

Sachant que leur paroi cellulaire est constituée de peptidoglycane plutôt que de chitine ou 

de cellulose, et leur cytologie est similaire à celle des bactéries. Ces traits ainsi que d’autres tels 

que la sensibilité aux actinophages et aux antibiotiques antibactériens, soutiennent la 

classification des Actinomycètes en tant que des bactéries ( Larpent, 1989 ; Mariat et Sebald, 

1990). 
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2. Classification et Taxonomie 

Les actinomycètes sont classés dans le domaine Bactéria et phylum des Actinobacteria selon 

le Bergey’s manual, (2012), ce dernier (phylum) est subdivisé en 06 classes dont celle de 

Actinobacteria. Celle- ci se divise en 15 ordres. Les plus important sons ceux des 

Actinomycetales et Streptomycetales (Goodfellow et al., 2012). 

    La classe des Actinobcteria est divisée en 5 sous-classes : Acidimicrobidae, Rubrobacteridae, 

Coriobacteridae, Sphaerobacteridae et Actinobacteridae. Chacune de ces sous classes est 

constituée d'un ou de plusieurs ordres eux-mêmes constitués d'une ou de plusieurs familles. 

Dans la sous-classe des Actinobacteridae, l'ordre des Actinomycetales est subdivisé en 10 sous-

ordres : 

Actinomycineae, Micrococcineae,Corynebacterineae, Micromonosporineae, 

Propionibacterineae, suedonocardineae,Streptomycineae,Streptosporangineae, Frankinea et 

Glycomycineae (Stackebrandtetal., 1997; Labeda et Kroppenstedt, 2000 ; Stackebrandt et 

Schumann, 2000 ). 

 

3. Ecologie  

Les actinomycètes sont des microorganismes ubiquitaires présentes sur tous les substrats 

naturels courants, et en particulier le sol (Lacey, 1973 ; Porter, 1971 ; Waksman,1959 ; 

Williams et al., 1984), on les trouve aussi dans tous les différentes niches écologiques telles 

que :  

sols, air, fumier ,débris, végétaux, lacs, sédiments marins, rivières, océans, déserts, sol 

polluée...etc (Williams et al.,1983).  

 

Dans le sol, de nombreuses actinomycètes sont saprophytes et participent à la dégradation 

de la matière organique et à la formation de l’humus, Les actinomycètes du sol sont présents en 

surface, entre 0 et 2m de profondeur. Ils produisent des substances spécifiques telles que la 

géosmine et le 2-méthylisobornéol qui sont responsable de l’odeur caractéristique des sols 

(Omura, 1992 ; Zaitlin et al., 2003 ; Zaitlin et Watson, 2006). Les genres Streptomyces, 

Nocardia et Micromonospora sont les plus fréquents, le genre Streptomyces couvre à lui seul 

95 % des 5000 souches d’actinomycètes isolées à partir de 16 types de sols (Lechevalier et 

Lechevalier, 1967). Le rapport microorganisme totaux / actinomycètes, diminue au fur et 

mesure que la profondeur augmente. Selon ce même auteur, la couche superficielle contient au 

moins 80% de bactéries atinomycétales par rapport au nombre total des microorganismes, 
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tandis que la couche située à une profondeur de 80 cm n’en contient plus que 16 à 40% 

(Ouhdouch, 1989). 

Les actinomycètes sont généralement plus nombreux que les champignons, mais moins 

abondants que les autres bactéries. 

Les actinomycètes ont été également isolés à partir de nombreux environnements aquatiques 

: (i) eau de mer et de sédiments marins (Jensen et al., 1991 ; Ghanem et al., 2000), eau douce 

(Kitouni et al., 2005), eau issue de marécages salés (Al-Zarban et al., 2002 ; Boughachiche 

et al., 2005). 

 

Enfin, certains actinomycètes sont des symbiotes de plantes dans la rhizosphère, les 

actinomycètes appartenant au genre Frankia sont extrêmement importants pour de nombreux 

types de plantes. Cette bactérie fixatrice d’azote (capable d’utiliser l’azote atmosphérique 

comme seule source d’azote) forme des nodules aux niveau des racines des angiospermes, et 

confère donc un avantage à la plante pour croitre en sol pauvre en azote. Cette association est 

appelée association actinorhizienne (Prescott et al., 2007). Tableau représente la répartition 

des actinomycètes dans la nature. 

 

Tableau 1 : Répartition des Actinomycètes dans la nature (Good Fellow,1983) 

 

Genres Habitat  

Actinomadura 

Actinoplanes 

Frankia 

Microbispora 

Micromonospora 

Nocardia 

Rhodococcus 

Saccarmonospora 

Streptomyces 

Streptosporangium 

Thermonospora 

Sol 

Sol, eau, litière  

Nodule de racines  

Sol 

Sol, eau  

Sol, eau  

Sol, eau, fumier, litière 

Matière en décomposition  

Sol, eau, litière  

Sol 

Matière en décomposition et fermentation  
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4. Critères d’identification 

  La taxonomie actuelle des actinomycètes est basée sur plusieurs critères : 

morphologiques, chimiques, physiologiques et moléculaires. La plupart des genres peuvent être 

définis par des critères morphologiques et chimiques, tandis que la détermination des espèces 

repose sur les critères physiologiques et moléculaires. 

 

4.1 Caractère morphologique 

La morphologie des actinomycètes ressemble fortement à celle des mycètes (Prescott et al, 

1997). Certaines caractéristiques peuvent être observées à l’œil nu dans les groupes 

actinomycètes parmi les caractères culturaux importants (Saker, 2015). 

Les principaux critères morphologiques correspondent à la présence, l'abondance et la 

disposition des hyphes du mycélium du substrat ou de mycélium aérien. Ainsi que la présence 

des spores, leur nombre, leur mobilité, leur forme, leur position sur les hyphes, la présence de 

sclérotes, de sporanges ou de synnémata (appelés également corémies, sont des assemblages 

compacts d’hyphes dressées, parfois fusionnées et portant des conidies apicales ou latérales 

(Theilleux, 1993). Cette structure est caractéristique du genre Actinosynnema). 

 

4.2. Critères physiologique  

    La présence des actinomycètes 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). 

 

4.2.1. 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). 

 

4.2.2. Température  

Les actinomycètes sont des microorganismes mésophiles.Cependant, il existe des espèces 

thermophiles, principalement dans le genre Thermoactinomyces dont la température optimale 

est entre 50 et 60°C. Ces organismes avaient été distingués de leurs homologues thermophiles 

appartenant au genre Thermomonospora grâce à leurs spores qui résistent à une température de 

90°C pendant 30 minutes et par la résistance à la novobiocine (25 μg/ml). De plus, l’activité 
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cellulolytique est absente pour le genre Thermoactinomyces et commune pour 

Thermomonospora (Holt et al., 1994). Le genre Streptomyces comporte aussi des espèces 

thermophiles comme Streptomyces thermocoprophilus (Kim et al., 2000) et même 

psychrophiles (Holt et al., 1994). 

 

4.2.3. pH   

  Les Actinomycètes préfèrent un pH neutre (et croissent dans un intervalle de pH compris 

entre 5 et 9) ou légèrement alcalin cependant (Bellagopi,2014), Des travaux ont montré 

l’existence d’une large diversité d’actinomycètes acidophiles qui diffèrent 

morphologiquement et physiologiquement des espèces neutrophiles (Basilio, 2003). 

 

4.2.4. L’oxygène  

    Les actinomycètes isolés du sol sont généralement aérobies mais certains genres 

peuvent êtres anaérobies facultatifs voir même anaérobies stricts comme est le cas du genre 

Actinomyces. 

 

4.2.5. Matière organique  

   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 de matière organique, quelque soit le taux de la salinité du sol (Lee et 

Hwang, 2002). 

 

4.3. Critères chimio-Taxonomie  

  Ces caractéristiques chimiques dépendent de l’identification des contenus cellulaires tels que 

les acides aminés, glucides totaux, acide gras membranaires… 

4.3.1 Les Sucres  

  Les cellules des Actinomycètes contiennent différents types de polysaccharide comme : 

-Arabinose-galactose (type A) 

-Arabinose-xylose (type B) 

-Rhamnose-galactose (type E) 

-Madurose ou 3-0 méthyl-galactose (type B) 

Il peut y avoir des types inhabituels ribose,mannose , galactose (type C) (Becker et 

al,1964,1965). 
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4.3.2 Acides aminés  

   Le peptidoglycane est le composant principal de la paroi des actinobactérie un parmi les 

acides aminés est taxonomiquement très importants pour les actinobactéries, l’acide 

diaminopimélique (DAP) qui peut être sous deux formes, LL ou DL (Tableau 2) (Becker et 

al,1964,1965). 

 

Tableau 2 : chimio types rencontrés chez les actinobacteria (Harir,2008) 

Chimiotypes  Acide aminés  Sucres caractéristiques  Genre  

Type I C L-L DAP Glycine  Pas de sucres 

caractéristiques  

Streptomycès,Nocardioide 

Type II D DL-DAP Glycine, Arabinose, 

xylose 

Actinoplanes,Micromonospoa 

Type III B DL-DAP Madurose Streptosporangium, 

Actinomadura 

Type III C DL-DAP Pas de sucres 

caractéristiques  

Termomonospora , 

Nocardioposis 

Type III E DL-DAP Galactose , Rhamnose Saccharothrixe, 

Actinosynnema 

Type IVA DL-DAP Arabinose, Galactose  Nocardia 

Amycolatopsis 

Pseudonocardia 

Type V Lysine  ornithine Pas de sucres 

caractéristiques  

Actinomyces 

Type VI Lysine Pas de sucres 

caractéristiques 

ocrsKovia 

promicromonospora 

 

4.3.3 Lipides  

La composition des actinomycètes en lipides membranaires (phospholipides, ménaquinones, 

acides gras) ou pariétaux (acides mycoliques) est également un critère de détermination de 

chimiotypes comme le montre le tableau suivant : 
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Tableau 3 : type de phospholipides membranaires recontrés chez les actinobacteria 

(lechevalier et al ,1977) 

 

PE : phosphatidyléthanolamine ; PC :phosphatidylcholine ; PG : phospholipidescontenant de la 

glucosamine ; PGI :phosphatidylglycérol ;  + :présent  ; - :absent ; V :variable selon le genres et les 

espèces. 

Le phosphatidylino sitol PI est présent chez toutes les actinobacteries 

 

4.4. Critères moléculaire  

Les techniques partielles sont adoptées pour analyser la séquence de molécules ADN et y 

compris ARNr (ADNr16s) cette étude est également approfondie de l’hybridation pour CG et 

déterminer le pourcentage de Guanine et Cytosine. (Bouaziz,2018). 

 4.4.1 Séquençage de l’ADN ribosomique  

Le premier à avoir utiliser cette technique pour la taxonomie des actinobactéries a été 

(Stackebrandt et ses collaborateurs en 1981 et 1983). Le gène codant pour l’ARN 

ribosomique16S est un gène chromosomique d’une taille de 1500 paires de bases, présent chez 

toutes les bactéries dont la séquence est spécifique de chaque espèce et dont les extrémités 5’ 

et 3’ (15 premières et 15 dernières bases) sont conservées dans toutes les espèces bactériennes. 

4.4.2 Hybridation ADN-ADN 

L’analyse de l’hybridation ADN-ADN est indispensable pour l’identification définitive 

d’une espèce lorsque les séquences de l’ADNr 16S présentent des similarités supérieures au 

pourcentage du seuil de la détermination d’espèce nouvelle. L’hybridation ADN-ADN consiste 

à estimer le taux de réassociation (hybridation) de l’ADN génomique d’un taxon avec celui des 

espèces les plus proches. Deux espèces sont considérées différentes si elles ont un taux de 

ressemblance de l’ADN génomique inférieur à 70% (Wayne et al., 1987 ; Devereux et al., 

1990). 

 

 

Type de 

phospholipides 

pE pC pG pGI Exemple 

PI - - - V Actinomadura 

PII + - - - Streptomyces,pseudonocardia 

PIII - + - V Nocardiopsis,Amycolatopsis 

PIV + - + - Nocardia,Nonomuraen 

Pv - - + + Oerskovia 
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5. Caractéristique du mycélium aérien et mycélium de substrat  

Le mycélium du substrat, également dénommé mycélium végétatif ou primaire, se développe 

à partir du tube de germination issu de la spore (Theilleux, 1993). La croissance des hyphes est 

apicale et l'ensemble de la colonie se développe radialement. Le mycélium éventuellement 

pigmenté, forme des parois transversales isolant les zones les plus âgées., La largeur des 

filaments mycéliens varie de 0.5 à 2 μm. Le mycélium primaire est ancré dans le support solide 

dans lequel il puise ses nutriments. Cette habitude de formation de mycélium de substrat montre 

la capacité des actinomycètes à dégrader la matière organique insoluble grâce à leurs enzymes 

extracellulaire (Locci, 1976). 

Sur le mycélium primaire se développe un mycélium secondaire aérien, ces hyphes aériennes 

sont plus épaisses et beaucoup moins ramifiées que les hyphes du substrat. Elles sont en général 

pigmentées et enfermées dans une enveloppe externe hydrophobe. Le mycélium du substrat est 

aérobie facultatif, par contre le mycélium aérien est aérobie strict (Silvey et Roach, 1975). Les 

actinomycètes aquatiques sont habituellement dépourvus de ce type de croissance (mycélium 

aérien). Divers mutants de streptomycètes sans mycélium aérien ou incapables de sporuler ont 

été décrits (Chater et Merrick, 1979). 

 

6.  La Formation des spores  

Les groupes d’actinomycètes peuvent sporuler soit en cassant certains filaments pour former 

des conidies soit en produisant des spores extrêmement résistantes à la chaleur. 

 

6.1 Les Endospores 

Les Endospores sont produites par des Actinomycètes thermophiles et sont semblables, 

morphologiquement et chimiquement elles sont caractéristiques du genre thermoactinomyces il 

résultent d’une réorganisation du cytoplasme avec la formation d’une nouvelle paroi dans les 

hyphes, il a une paroi externe épaisse et de nombreuses couches qui en capsulent le cortex et la 

membrane cytoplasmique, il contient également un acide dipicolinique. (Kitouni, M ,2007). 

 

6.2 Les Exospores 

Les exospores sont formées par septation d’hyphes existants et séparation des éléments 

obtenus,le mycélium primaires contient de nombreux éléments disponible retrouvent presque 

toujours dans ces spores système membranaire intra-cytoplasmique cytoplasme, paroi plus 

épaisse (Bride, 1986). 
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7. Importance des Actinomycètes  

Les actinobacteries suscitent beaucoup d’intérêts, car c’est la plus importante source de 

production d’antibiotiques et autres métabolites secondaires bioactifs ce qui fait d’eux des 

producteurs intéressants en industrie pharmaceutique (Valan Arazu et al., 2009). Ainsi, d’autres 

métabolites sont également synthétisés. On estime que les deux tiers des quelques six mille 

antibiotiques isolés jusqu’ici sont produits par les actinobacteries. 

 

ӀӀ. Le genre streptomyces 

1. Définition  

Les Streptomyces sont des organismes aérobies, à coloration de Gram positive, 

chimioorganotrophes, catalase positive qui appartiennent à l’ordre Actinomycetales de la classe 

Actinobacteria (Stackebrandt et al., 1997). 

Ils possèdent un métabolisme oxydatif et un taux G+C% compris entre 69 et 78% (Korn-

Wendisch et Kutzner, 1992 ; Hodgson, 2000 ; Stackebrandt et Schumann, 2006). 

Notamment formant des filaments ramifiés de 0,5 à 2μm de diamètre qui fragmentent 

rarement c’est le mycélium végétatif. Le mycélium aérien forme par contre à sa maturité des 

chaines de spores non mobiles. Les Streptomyces produisent un grand nombre de pigments 

responsables des différentes couleurs du mycélium en plus des pigments diffusibles. Leur 

température optimale est située entre 25°C et 35°C (à l’exception des espèces thermophiles ou 

psychrophiles) et leur pH optimum entre 6,5 et 8 (Stackebrandt et Schumann, 2006). 

 

2. Cycle de vie 

Le cycle biologique de Streptomyces est comparable à celui de nombreux micromycètes. Sur 

milieu solide, débute par la germination d’une spore qui donne naissance à un mycélium 

végétatif formé d’hyphes multi-nucléoïde, ramifiés et ancrés dans le milieu solide. Un 

mycélium aérien se développe sur ce mycélium végétatif, en utilisant ce dernier comme 

substrat. En effet, le mycélium végétatif s’autolyse La croissance des hyphes est apicale (se fait 

par le sommet) (Flärdh, 2003), et les produits de la lyse sont cannibalisés par le mycélium 

aérien (Miguélez et al., 1999).et s’accompagne delà formation de septa, conduisant à des unités 

uni-génomiques Les cellules se différencient ensuite pour former à des spores. Cela se traduit 

par l’épaississement des parois cellulaires (qui rend les spores plus résistances à la 

dessiccation), une spiralisation des chaînes, accompagnée d’un dépôt de pigment gris. En milieu 

liquide, les cellules se développent uniquement sous forme de mycélium végétatif, même si 
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certains Streptomycètes peuvent sporuler dans cet environnement (Hodgson, 1992) Comme le 

montre dans la figures (1) 

 

 

Figure 1 : Cycle de développement des streptomycètes 

 

3. Génétique 

Les génomes de plusieurs espèces de Streptomyces ont été séquencés et assemblés. C’est le 

cas des génomes de S. coelicor, S. avermitilis, S. griseus (Ohnishiet al., 2008). Les génomes 

de Streptomyces sont composés d’une molécule linéaire d’ADN de grande taille, allant de 8 à 

10 MB y’a un haut taux de G + C « 70 % ». Ils possèdent également de plasmides linéaires de 

très grandes tailles ainsi que des plasmides circulaires. 

La densité génique est élevée avec environ 1 gène tous les 1200 paire de bases, c’est 

notamment le premier exemple de bactéries contenant plus de gêne dans sans génome que 

l’eucaryote Saccharomyces cerevisiae (Bentley et al., 2002). 

 

4. Caractéristique du genre streptomyces 

Le genre Streptomyces a été décrit pour la première fois par (Waksman et Henrici en 1943) 

.et classé dans la famille des Streptomycetaceae en se basant sur la morphologie et la 

composition de la paroi cellulaire. Le développement de la classification numérique a permis 

la reclassification de six autres genres de cette famille (Actinopycnidium, Actinosporangium, 

Chainia, Elytrosporangium, Kitasatoa et Microellobosporia) dans le genre Streptomyces. Ces 

anciens systèmes numériques utilisant les caractères phénotypiques sont fondamentalement 

changés par l’introduction des caractéristiques de la biologie moléculaire dans les systèmes de 

classification (Stackebrandt et al., 1997). Les genres Streptomyces et Streptoverticillium 

étaient deux genres distincts possédant des caractères morphologiques différents, en 1990, Witt 

et Stackebrandt, ont conclu à partir des comparaisons des séquences d’ARNr 16S et 23S que le 

genre Streptoverticillium doit être considéré comme un synonyme de Streptomyces. La famille 
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Streptomycetaceae contient Actuellement trois genres (Streptomyces, kitasatospora et 

streptacidiphilus) (Stackebrandt et Schumann, 2006). 

 

5. Détermination des espèces du genre Streptomyces 

En1964, le projet international des Streptomyces (ISP) a essayé de standardiser les critères 

de détermination de l’espèce. (Shirling et Gottlieb 1968, 1969, 1972). Ont décrit des critères 

standards clés pour la détermination des espèces : 

 -  la forme des chaines de spores (réctiflexible pour les chaines droites ou flexueuses, spirale 

pour les chaines hélicoïdales). 

 -  la couleur du mycélium aérien sporulé avec sept classes de couleur (blanc, gris, jaune, rouge, 

bleu, vert et violet).  

 -  la production de pigments mélanoides bruns à noirs. 

 - l’ornementation de la paroi sporale (lisse, verruqueuses, échinelée ou chevelue). 

 -  la présence ou non de pigments solubles ; 

 - la capacité d’utiliser certaines sources de carbone pour se développer (D-glucose, D- xylose, 

D-galactose, D-raffinose, D mannitol, D-fructose, L-arabinose, L-rhamnose, i-inositol 

etsaccharose). 

6. Importance des Streptomyces 

6.1. Importance dans les domaines pharmaceutique, médical 

    La streptomyces et l’actinomycètes sont généralement considérés comme les bactéries les 

plus productrices d’antibiotiques,et plus de 6000 antibiotiques ont été isolés à ce jour par ces 

types de bactérie, streptomycine, néomycine, candicidine, etc. (Lazzarini et al. 2000 ; Berdy, 

2005). 

    Streptomyces a révélé un potentiel biotechnologique intéressant pour la production 

d’enzymes (par exemple la xylose isomérase issue d’un Streptomycète thermophyle (Hodgson 

2000 et Brzezinski, 1997). ou de polluants organiques (par exemple l’acide phénylacétique 

(Niraula et al.,Streptomyces est la source la plus importante de métabolites secondaires 

présentant une activité biologique d’intérêt pour la santé humaineet animale : antibactérienne 

(streptomycine, tétracycline, chloramphénicol), antifongique (nystatine),antivirale 

(tunicamycine), antiparasitaire (avermectine), immunosuppressive (rapamycine), antitumoral 

(actinomycine, mitomycine C, anthracyclines), inhibiteur d’enzyme (acide clavulanique) 

(Demain, 2000). En particulier, ce genre est remarquable pour le nombre et la diversité 

chimique des antibiotiques qu’il produit (Watve et al., 2001). 
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6.2 Les Streptomyces Agent de biocontrôle  

     De nombreuses études scientifique ont pu aboutir à des résultats montrant que le genre 

streptomyces peut être utilisé comme agent de lutte biologique pour certaines maladies 

phytopatogènes parmi les types de streptomyces qui on été utilisés contre les agents pathogènes 

des plantes nous avons streptomyces palmae pc12qui est considéré comme un agents de lutte 

biologique (cheharn et al.,2020). 

 

En 2020 abbasi et ses collègues ont testé l’activité agent antifongique pour 106 souche de 

streptomyces contre phytophthora capsici, l’agent causal de la brûlure de poivrier, parmi les 

souches ont été étudiée et quatre souches ont montré une inhibition de croissance supérieure à 

50%  contre phytophtora capsici au milieu de la PDA une combinaison de deux souche 

S.vinaceusdrappus SS14 avec S.rochei IT20 a significativement inhibé la germination 

champignon pathogène ils ont noté que ce mélange réduisait la douleur causée par 

phytophthora capsici (Abbasiya etal., 2020).
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I. Les agents antimicrobiens  

1. Les antibiotiques  

     Le terme antibiotique vient des mots grecs « anti » (contre) et « bios » (vie), et il fait 

référence à toute substance capable de tuer sélectivement ou de ralentir la croissance des 

bactéries. Si l’effet est destiné à un organisme eucaryote, cette terminologie ne s’applique pas. 

Ils permettent de lutter contre de nombreuses maladies autrefois mortelles (par exemple la 

tuberculose) et ont largement bénéficié de l’allongement de l’espérance de vie. (Haas, 2015). 

     Les antibiotiques doivent souvent agir à l’intérieur de l’hôte. Par conséquent, leur action sur 

les cellules et les tissus de l’hôte est décisive. L’agent antimicrobien idéal tue le 

microorganisme nuisible, mais il n’a pas d’effet sur l’hôte humain ; c’est le principe de la 

toxicité sélective (Tortora, Funke et Case, 2019). 

 

1.2 Classification et mécanismes d’action  

Les antibiotiques peuvent être classés selon leur modes d’action ;la plupart d’entre eux 

agissent sur une des trois cibles suivantes : la synthèse du peptidoglycane, la réplication de 

l’ADN ou la synthèse des protéines (Figure2). 

 
Figure 2. Les cibles des antibiotiques (Rosenthal, et Pfaller, 2016). 

 

1.2.1 Les inhibiteurs de la synthèse de la paroi et la membrane cellulaire  

Beaucoup d’antibiotiques empêchent la synthèse de peptidoglycane ; un composant essentiel 

de la plupart des parois des bactéries, il peut être une cible durant différents stades de son 

composition ; sa structure de base est une chaine disaccharidique constitué de molécules 

alternées de N-acétylglucosamine et d’acide N-acétylmuramique. Ces chaines sont ensuite 
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rassemblées avec des ponts peptidiques qui créer un revêtement en mailles rigide pour la 

bactérie (Costerton, Ingram et Cheng,1974).  

  C’est au niveau de ces chaines peptidiques qu’on peut trouver des variations entre les bactéries 

; par exemple pour la plupart des cocci gram+ le troisième acide aminé est la L-lysine tandis 

que chez les bacilles gram- c’est l’acide méso-diaminopimelique (Chopra, 2010). (Figure3) 

 

Figure 3. La structure des parois cellulaires chez les bactéries Gram+ (Staphylococcus aureus) 

et les Gram- (Escherichia coli) (Chopra, 2010). 

 

L’attachement des disaccharides-pentapeptides se fait par des enzymes spécifiques 

(exemple, transpeptidase, transglycosylases). Ce sont des membres d’une grande famille de 

protéases qui sont également appelées PBP ou penicillin-binding proteins, car elles sont les 

cibles des antibiotiques β-lactamines. Lorsque des bactéries en croissance sont exposées à ces 

antibiotiques, ils se lie à des PBP spécifiques dans la bactérie et inhibe l’assemblage des chaines 

de peptidoglycane. Ceci active des autolysines qui dégradent la paroi cellulaire entrainant la 

mort des cellules bactériennes (Sykes et Papich, 2014). Donc les antibiotiques β-lactamines 

agissent généralement comme des agents bactéricides. 

Autres antibiotiques qui interfèrent avec la construction de la paroi comprennent : 

1.1.1.1 Les glycopepetides   

Exemple de cette classe la vancomycine qui est un antibiotique très efficace contre les 

bactéries Gram+. Il perturbe la synthèse de la paroi en se liant spécifiquement à la séquence D-

alanine-D-alanine des chaines latérales pentapeptidiques ce qui inhibe la formation des ponts 

entre les chaines de peptidoglucane (Cui et al., 2021). L’utilisation du vancomycine a été 
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réservée pour le traitement des staphylocoques résistants à l’oxacilline mais à cause de 

l’émergence de résistance des entérocoques contre cette antibiotique son utilisation a été ligoté 

(Murray, Rosenthal et Pfaller, 2016). 

 

1.1.1.2 Les polypeptides   

Exemple la bacitracine, c’est un antibiotique a spectre étroit, active seulement sur les 

bactéries gram+. Elle inhibe une étape tardive de la voie de biosynthèse de peptidoglycane en 

interférant avec la déphosphorylation et la régénération de lundécaprénylphosphate (UP), un 

transporteur lipidique membranaire responsable de déplacement des précurseurs de 

peptidoglycane vers la paroi cellulaire (Bernard, 2007). 

 

1.1.1.3 Les lipopeptides  

La daptomycine est le seul représentant de cette classe, c’est un antibiotique naturel, active 

sur les bactéries Gram+. Son mécanisme d’action implique la liaison aux membranes 

bactériennes suivie d’une formation des canaux ioniques, ce qui déclencherait un efflux d’ions 

intracellulaire en particulier de potassium. Ces efflux conduiraient à la dépolarisation de la 

membrane, à l’arrêt de la synthèse de macromolécules (protéines, ADN, ARN) puis la mort 

cellulaire (Silverman, Perlmutter et Shapiro, 2003). 

 

1.1.2.  Les inhibiteurs de la synthèse des protéines  

Dans les systèmes biologiques, le processus de traduction des informations codées par 

l’ADN en protéines est un phénomène universel. L’établi est le même dans les cellules 

procaryotes et eucaryotes. Il semblait que la synthèse des protéines ne puisse pas être cible d’un 

agent à toxicité sélective. Cependant, les ribosomes procaryotes ne sont pas constitués des 

mêmes protéines que les ribosomes eucaryotes, et on peut les distinguer par leurs coefficients 

de sédimentation, 70S pour les ribosomes procaryotes et 80S pour les ribosomes eucaryotes 

(Swayze, Griffey et Bennett, 2007). 

Néanmoins, les mitochondries (qui sont des organites eucaryotes) contiennent également des 

ribosomes 70S similaires à celles des bactéries, les antibiotiques ciblant les ribosomes 70S 

peuvent donc avoir des effets néfastes sur les cellules de l’hôte (Böttger, 2007). 

Les mécanismes d’action de ces antibiotiques varient, certains se lient à la petite sous unité 

ribosomique 30S, d’autre s’attachent à la sous unité 50S (grande). Plusieurs étapes dans la 

synthèse des protéines peuvent être également affectés : la liaison aminocyl-ARNt, la formation 
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des liaisons peptidiques, la lecture d’ARNm et la translocation (Willey, Sherwood et 

Woolverton, 2007) 

Le tableau et la figure suivantes résument les différents antibiotiques agissant sur la synthèse 

protéique et leurs mécanismes d’action : 

 

Tableau 04. Mécanismes d’action des antibiotiques inhibiteurs de la synthèse des protéines 

(Tortora, Funke et Case ; 2019). 

Classe 

d’antibiotique 

Membres de 

classe 

Mécanisme d’action Effet sur la 

bactérie 

Aminoglycosides Neomycine 

Kanamycine 

Gentamicine 

streptomycine 

Se lie à la petite sous-

unité (30S) et provoque 

une lecture incorrecte de 

l’ARNm sur le ribosome 

en interférant avec la 

formation de complexe 

d’initiation fonctionnels  

bactéricide 

Tetracyclines Oxytetracycline 

chlortetracycline 

Boque l’ocupation de 

l’ARNt dans le site A ce 

qui empeche l’addition 

de nouveaux acides 

aminés à  la chaine 

polypeptidique  

bactériostatique 

Macrolides  Erythromycine 

clindamycine 

Se  lie à l’ARNr 23S de 

la grande sous-unité 

(50S) et bloque le tunnel 

entre les deux sous-

unités et empeche le 

déplacement du 

ribosome sur l’ARNm    

pendant la synthèse des 

protéines.  

bactériostatique 

Chloramphenicol chloramphenicol Inhibe l’activité de 

peptidyle transférase qui 

est necessaire pour lier 

les acides aminés dans la 

chaine polypeptidique en 

formation, par 

conséquent, il provoque 

l’arret de croissance 

bactérienne  

bactériostatique 
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Figure 04 : Le processus de synthèse des protéines et les étapes inhibées par divers agents 

antibactériens (Chopra, 2010). 

 

1.1.3. Les inhibiteurs de la synthèse des acides nucléiques (ADN/ARN)  

Les composés qui se lient directement à la double hélice sont généralement très toxique pour 

les cellules eucaryotes car la synthèse des acides nucléiques et très similaire chez les 

procaryotes comme les eucaryotes et seulement quelques-unes - celles qui interfèrent avec les 

processus enzymatiques associés à l'ADN - présentent une certaine sélectivité pour l’utilisation 

systémique en tant qu'agents antibactériens. Ces composés comprennent les quinolones, la 

novobiocine, la rifampicine (Chopra, 2010). 

Les diaminopyrimidines, les sulfamides, Les 5-nitroimidazoles et les nitrofuranes affectent 

également la synthèse d’ADN d’une façon indirecte, et peuvent être classés sous cette catégorie 

(Chopra, 2010). 

1.1.3.1 La rifampicine 

La rifampicine est un antibiotique d’origine semi-synthétique qui appartient à la famille des 

rifamycines (Marriner, Nayyar, Uh et al, 2011) ; (Ma, Ginsberg et Spigelman, 2007),La 

rifampicine inhibe la croissance bactérienne en se liant à l’ARN polymérase des bactéries 

causant un blocage de transcription des ARN messagers (Campbell et al., 2001).Son spectre 
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d’action est large et comprend les bactéries à Gram +, à Gram - et intracellulaires 

(Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis) (Dorosz, 2014). 

1.1.3.2 Les quinolones 

Les quinolones sont parmi les agents chimiothérapeutiques les plus utilisées. Ce sont des 

produits synthétiques qui inhibent l'ADN topoisomérase bactérienne de type II (gyrase) ou 

topoisomérase de type IV (Villemagne et al., 2012). Les ADN gyrases et la topoisomérase 

jouent un rôle clé dans la réplication et la réparation de l'ADN. La nature très condensée du 

chromosome bactérien le rend totalement dépendant des topoisomérases pour la gestion de son 

topologie complexe. Chez E. coli par exemple, le chromosome circulaire mesure 1100 μm de 

long, et doit être replié à l'intérieur d'une cellule de 1 à 2 μm (Cairns, 1963). Les deux simples 

brins d'ADN sont enroulés l'un autour de l'autre environ 400 000 fois pour tenir dans cette petite 

zone (Brighty et Gootz, 2000). Les topoisomérases sont les enzymes clés qui ajustent le 

changement de superenroulement ou cours de séparation des brins pendant la transcription et la 

réplication. 

En plus des composés mentionnés précédemment, il existe d'autres antibiotiques qui effectuent 

la synthèse de l'ADN d’une façon indirecte : 

1.1.3.3 Nitroimidazoles   

Le composé le plus étudié de ce groupe est le métronidazole, mais on pense que d'autres 5-

nitroimidazoles agir de la même manière. Le métronidazole élimine les électrons de la 

ferrédoxine (ou d'autres protéines de transfert d'électrons à faible potentiel d'oxydo-réduction) 

entraînant le groupe fonctionnel nitro du médicament à être réduit. C’est cet intermédiaire réduit 

et hautement réactif qui est responsable de l'effet antimicrobien en se liant à l'ADN, qui subit 

une rupture de brin (Edwards, 1993). L’exigence d'interaction avec des systèmes à faible redox 

limite l'activité sur les bactéries anaérobies et certains protozoaires qui présentent un 

métabolisme anaérobie. La base de l'activité contre les espèces microaérophiles comme 

Helicobacter pylori et Gardnerella vaginalis reste spéculatif (Goodwin et al., 1998). 

 

1.2. Production d’antibiotiques par Streptomyces 

Les antibiotiques sont produits par un large éventail de micro-organismes fongiques et de 

bactéries, et inhibent ou tuer d’autres micro-organismes à de faibles concentrations (Marinelli 

F. 2009) Un grand nombre d’antibiotiques ont ont été identifiés dans des milieux naturels, 

mais moins de 1 % sont médicalement utiles. Beaucoup d’antibiotiques ont été 

structurellement modifiés en laboratoire pour augmenter leur efficacité, formant la classe des 

antibiotiques semi-synthétiques (Madigan, et al. 2007). 
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L’histoire des antibiotiques a commencé avec la découverte de la pénicilline par Fleming 

dans les années 1940.  

les activités antimicrobiennes des antibiotiques produits par les micro-organismes ont été 

largement étendues étudié, et les recherches entreprises ont permis l’achèvement de l’arsenal 

antibactérien 

accessible aux médecins et au grand public. 

Les micro-organismes produisant du chloramphénicol, de la néomycine, de la tétracycline et 

de la terramycine étaient isolé en 1953. La découverte d’agents chimiothérapeutiques et le 

développement de nouveaux, 

des médicaments plus puissants ont révolutionné la médecine et ont considérablement réduit 

la souffrance humaine(Prescott. ; et al, 2007). Il est bien connu que le genre Streptomyces 

produit la majorité des antibiotiques et des métabolites secondaires biologiquement actifs. 

Près de 50% des espèces Streptomyces Biologie fondamentale et applications des 

actinobactéries102 

 

1.4. Résistance aux antibiotiques  

La résistance aux antimicrobiens est un phénomène évolutif naturel, renforcé par la mauvaise 

application des médicaments antimicrobiens. La propagation mondiale de la résistance, affecte 

principalement les patients en mauvaise santé et affaiblis, la résistance aux antimicrobiens 

entraîne des coûts élevés dans les secteurs de la santé publique de tous les pays, et de nombreux 

chercheurs sont impliqués dans la recherche d'une meilleure compréhension de la résistance et 

les moyens pour l'alléger (De Sousa et al., 2016). 

Il n'y a que quelques mécanismes majeurs par lesquels les bactéries deviennent résistants 

aux agents chimiothérapeutiques : 

- Le micro-organisme produit des enzymes qui détruisent l’antibiotique : C’est Le mécanisme 

de résistance le plus fréquent chez les bactéries, il est basé sur plusieurs stratégies de 

modification de structure des composés antibactériens :l’hydrolyse, est un type de réaction qui 

se produit principalement avec les agents β-lactamines ; le transfert de groupes fonctionnels 

(acyl, phosphoryl, thiol, nucleotidil, ADP-ribosyl, glycosyl), qui se produit avec beaucoup 

d'antibactériens, comme les aminoglycosides, le chloramphénicol, la rifamycine et les 

lincosamides, ainsi que d’autre modifications chimiques (redox, lyase), qui se produisent avec 

la tétracycline, la rifamycine et la streptogramine(Bhullar et al., 2012) ; (Wright, 2005). 

- Le micro-organisme modifie sa perméabilité à l’antibiotique : Les porines sont des protéines 

membranaires qui facilitent le passage des molécules hydrophiles à travers la bicouche 
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lipidique.(Vila, Marti et Sanchez-Cespedes, 2007), Chaque espèce bactérienne produit des 

porines spécifiques, et la perte ou l'altération d'un ou plusieurs entre eux est un facteur 

contributeur dans l'établissement de la résistance (ex., la perte d'OprD chez P. aeruginosa 

confère une résistance à l'imipénème et la méropénème) (Gootz, 2010) ; (Kaczmarek et al, 

2006). 

- Le micro-organisme altère le site cible pour l’antibiotique. Exemple : les modifications qui se 

produits au niveau des PBP qui sont les protéines cibles des β-lactamines responsables à 

l’acquisition de résistance pour la pénicilline et la céphalosporine (Livermore, 1987) ; 

(Becker, Ballhausen, Kock et al., 2014).   

- Le micro-organisme développe des pompes d'efflux qui éliminent les substances toxiques, 

notamment les agents antimicrobiens. De nombreux genres et en particulier les gram-négatifs 

ont développé ce mécanisme contre les tétracyclines, les macrolides et les fluoroquinolones 

(Fernandes, Ferreira et Cabral, 2003) ; (De Kievit, Parkins, Gillis et al, 2001) ;(Lee, Mao, 

Warren et al., 2000). 

 

2. Les antifongiques  

   Les antifongiques sont des substances qui tuent ou inhibent la croissance ou d'autres 

fonctions des champignons et qui sont utilisées dans le traitement des infections fongiques. 

Un nombre limité mais croissant d'antifongiques peut être utilisé pour traiter les mycoses. La 

plupart ont une ou plusieurs limitations, comme des effets secondaires profonds, un spectre 

antifongique étroit, mauvaise pénétration dans certains tissus et la sélection des champignons 

résistants (Wills, Redinbo, Perfect et al., 2000) ; (Abu-Elteen et Hamad, 2007). Il est 

difficile de trouver des cibles fongiques appropriées car les champignons, comme les humains, 

sont des eucaryotes. Beaucoup de fonctions cellulaires et moléculaires sont similaires, et il y a 

souvent de vastes homologie entre les gènes et les protéines fongiques et humains. 

2.1. Classification et mécanismes d’action  

Il existe 4 classes principales d'agents antifongiques qui agissent soit au niveau de la paroi 

fongique (les échinocandines), soit sur la membrane fongique (les polyènes et les azolés) ou 

soit au niveau de l’acide nucléique (les flucytosines). comme le montre dans la figure5 
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Figure 05. Les cibles des antifongiques (Kathiravan et al., 2012). 

 

2.1.1. Les antifongiques agissants sur la membrane fongique : 

La recherche des molécules qui ciblent la membrane plasmique a remporté un grand succès, 

les imidazoles et les triazoles ont été les plus efficaces jusqu'à présent (Ostrosky-Zeichner, 

Casadevall, Galgiani et al., 2010).  

 

La membrane cellulaire des champignons est enrichie de divers lipides appartenant à la 

classe des glycérophospholipides, des sphingolipides et des stérols (van der Rest et al., 1995). 

Les stérols, sont les pricipales cibles d’antifongiques polyènes et azolés. Dans les membranes 

fongiques, le stérol principal est l'ergostérol ; dans les membranes animales c’est le cholestérol 

(Dupont et al. 2012). 

 

Lorsque la biosynthèse de l'ergostérol dans une membrane fongique est interrompue, la 

membrane devient trop perméable, tuant la cellule. L’inhibition de la biosynthèse de l'ergostérol 

est la base de la toxicité sélective de nombreux antifongiques, qui comprennent des membres 

du polyènes, des groupes azolés et des allylamines (Granier, 2000) ; (Granier, 2003). 

 

2.1.1.1. Les polyènes  

Les polyènes sont une classe de composés antifongiques à large spectre avec une structure 

qualifiée macrolide amphiphile cyclique, environ 200 molécules appartiennent à cette classe. Mais 

les deux principaux polyènes utilisés sont l’amphotéricine B et la nystatine. 
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L’amphotéricine B : est une molécule d’origine naturelle a large spectre isolées de 

Streptomyces nodosumL'AmpB est active non seulement sur la plupart des levures et des 

champignons filamenteux (Candida, Aspergillus, Fusarium, Scedosporium, Trichosporon, 

Cryptococcus), mais elle est également un antiparasitaire de premier ordre, utilisé pour traiter 

les leishmanioses et certaines amibiases (Vandeputte, 2008).  

 

Le mécanisme d'action de l’AmpB implique la formation de complexes avec l’ergostérol 

dans les membranes cellulaires fongiques, cette liaison resultent à la formation des canaux 

transmembranaires et permettent aux ions K+ de quitter le milieu intracellulaire vers le milieu 

extracellulaire, entrainant la mort cellulaire par déplétion potassique et fuite du matériel 

intracellulaire. On parle donc d’antifongique fongicide (Kathiravan et al., 2012). 

 

AmpB se lie également au cholestérol mais à un degré bien moindre qu'à l'ergostérol. Cela 

explique sa toxicité et ses effets secondaires néfastes (Joly, Bolard et Yeni, 1992). 

Plusieurs efforts ont était faites pour le but de réduire la toxicité de l'amphotéricine B en 

modifiant sa formulation. Trois formulations de lipides ont été développées et sont maintenant 

disponibles dans la plupart des pays : la dispersion colloïdale amB (ABCD), le complexe 

lipidique amB (ABLC) et l'amB liposomal (AmBisome) (Tiphine, Letscher-Bru et 

Herbrecht, 1999). 

 

La nystatine est un antibiotique polyénique produit par Streptomyces 

nourcei.Structurellement il est similaire à l'amphotéricine B et ayant un mode d'action pareil. 

Son spectre d'activité est légèrement plus étroit que celui de l'amphotéricine B mais est 

néanmoins active contre un certain nombre d'espèces de Candida, Histoplasma, Cryptococcus, 

Blastomyces et les dermatophytes :Epidermophyton, Trichophyton et Microsporum. La 

nystatine est soit fongistatique soit fongicide en fonction de sa concentration, de pH de milieu 

environnant et du nature de l'organisme infecté (Park, Shin et Kang, 2017). 

 

2.1.1.2. Les azolés  

Contrairement aux polyènes, dont l'action dépend de la présence d'ergostérol dans la 

membrane fongique, les antifongiques azolés empêche la synthèse de stérols membranaires. 

Ces composés bloquent la synthèse de l'ergostérol en interférant avec la déméthylation de son 

précurseur, le lanostérol (Grillot et Lebeau, 2005) ; (Borgers, 1985). La lanostérol 

déméthylase est une enzyme de type cytochrome P450 et, bien que les antifongiques azolés 
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aient beaucoup moins d'influence sur les systèmes de mammifères, certains des effets 

secondaires de ces médicaments sont inévitable. Les dérivés azolés antifongiques sont 

principalement fongistatiques mais certains composés à des concentrations plus élevées, 

notamment le miconazole et le clotrimazole, tuent les champignons en endommageant la 

membrane cellulaire. D'autres effets, moins bien caractérisés des azolés sur la respiration 

fongique ont également été décrits (Fromtling, 1988). 

 

Les dérivés azolés peuvent être classés chimiquement, selon le nombre d'atomes d'azote dans 

leur cycle azole, dans les imidazoles (deux azotes) et les triazoles (trois azotes). Le 

chlormidazole (Fig.) a été le premier azole développé pour être utilisé en pratique clinique par 

voie topique pour le traitement de mycoses superficielles (Liaras et Soković, 2021).  

Le spectre d’activité des azolés les plus utilisés est indiqué dans le tableau : 

Tableau 05. Spectre d’activité des antifongiques azolés (Drouhet et Dupont, 1984) ;( Liaras 

et Soković, 2021). 

Imidazoles 

Ketoconazole 

 

 

Candida spp, Trichosporon cutaneum, Torulopsis glabrata, 

Cryptococcus neoformans, Aspergillus spp, His- 

toplasma capsulatum 

terconazole  

 

Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes, 

Dychophyton rubrum,Cryptococcus neoformans, Phialophora 

verrucosa, Candida albicans, C. tropicalis, Aspergillus 

fumigatus, Sporothrix schenckii, Mucor spp., et 

Saprolegnia spp. 

Triazoles 

Fluconazole Candida spp sauf C. krusei, Aspergillus spp comme A. 

fumigatus,A. flavus, A. nidulans, et A. terreus,Cryptococcus 

neoformans, les Dermatophytes etles champignons 

dimorphiques  

Itraconazole Dermatophytes, levures (Cryptococcus neoformans, Candida 

spp., Malassezia spp), champignons dimorphiques, 

Aspergillus Fusarium, Acremonium, Mucorales, Dematiées  

Voriconazole Candida spp, Aspergillus spp, Scedosporiumapiospermum, 

Fusarium spp 

Posaconazole dermatomycetes, Aspergillus spp., 

Candida spp., Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp.,  
 

Isavuconazole Active contre la plupart des Candida spp., inclus 

C. glabrata and C. krusei, ainsi que A. fumigatus, A. flavus, A. 

terreus, et Cryptococcus neoformans  
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2.2.2 Les antifongiques agissants sur la synthèse de la paroi  

La paroi cellulaire fongique est une structure essentielle avec une grande plasticité qui est 

vitale pour maintenir l'intégrité et la viabilité cellulaires. La paroi cellulaire joue un rôle 

important dans différentes fonctions biologiques telles que le contrôle de la perméabilité 

cellulaire et la protection de la cellule contre le stress osmotique et mécanique (Garcia-Rubio 

et al., 2020). Le glucane est un composant majeur de la paroi cellulaire fongique et représente 

50 à 60 % du poids sec de cette structure. Sa synthèse est une cible pour les composés 

d'échinocandines (Gow, Latgeet Munro, 2017). 

 

2.2.2.1. Les échinocandines  

Sont des lipopeptides cycliques isolée pour la première fois d’une culture d’Aspergillus sp 

en 1974(Denning, 1997). Ils inhibent la synthèse de la paroi fongique. Qui est présente chez la 

plupart des champignons pathogènes mais est inexistante chez les cellules des mammifères. 

Plus précisément, les échinocandines inhibent de façon non compétitive la (1,3)-β-D-glucane 

synthétase, un complexe enzymatique nécessaire à la formation des polymères de glucane au 

sein  de la paroi fongique. Elles empêchent ainsi l’incorporation des glucanes et des protéines 

associées aux glucanes dans la paroi fongique (Lacroix, Dubach et Feuilhade, 2003). 

La cible des échinocandines n’existent pas dans les cellules deshumains, leur toxicité est donc 

minime (Kathiravan et al., 2012). 

 

La caspofungine est dérivée d’un sous-produit fermenté par Glarea lozoyenisi.C'est le 

premier des échinocandines approuvé pour l’utilisation clinique(Park, Shin et Kang, 2017). 

Il est actif contre une grande variété de pathogènes fongiques, y compris Candida, 

Pneumocystis, Aspergillus et Histoplasma spp. La caspofungine a montré une efficacité 

thérapeutique supérieure contre les infections à Candida par rapport à l'amphotéricine B chez 

les patients immunodéprimés. La caspofungine est particulièrement importante, chez les 

patients qui ont des infections fongiques systémiques potentiellement mortelles qui ne peuvent 

pas tolérer l'amphotéricine B ou le traitement azolé ; il est généralement bien toléré lorsqu'il est 

administré par voie intravineuse (Leroy et Ajana, 2004). 

 

2.2.3. Les antifongiques agissants sur les acides nucléiques  

Plusieurs composés bien caractérisés sont connus pour inhiber ou altérer certaines fonctions 

enzymatiques dans la transcription d’ADN conduisant à des erreurs dans la séquence d’ARN 
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qui peuvent à leur tour provoquer une production des protéines mal fonctionnelles.Parmi les 

composées les plus étudier ceux qui appartiennent à la classe des flucytosines : 

 

La flucytosine ; est un antimétabolite qui pénètre dans les cellules fongiques via la cytosine 

perméase, où il est converti intracellulairement en fluorouracile (5-FU), qui agit comme un faux 

nucléoside, inhibant la synthèse de l'ADN et de l'ARN (Harvey et al., 2009 ; Wu et al., 2004). 

 

La flucytosine a un spectre d'activité étroit, il est plus efficace contre Candida et 

Cryptococcus.(Shalini et al., 2011). 

La flucytosine est utilisée en association, surtout avec l’AmpB pour éviter le développement de 

résistance pendant le traitment (Pappas et al., 2009). 

 

2.3. Les antifongiques produits par les streptomyces  

Les substances antifongiques sont actuellement utilisées dans trois domaines principaux : en 

thérapeutique humaine et vétérinaires, dans l`industrie alimentaire et en alimentation animale, 

pour la prévention et le traitement des atteintes fongiques des plantes, du bois de construction 

ou d`autres matériaux. 

 

Ces substances antifongiques proviennent de deux sources : ce sont des métabolites 

secondaires de divers micro-organismes ou produites chimiques synthétiques. Les 

antifongiques d`origine microbienne utilisées actuellement en clinique sont essentiellement de 

structure polygénique, notamment l'amphotéricine B et la nystatine (Bastide et al., 1986). Près 

de la moitié des substances antifongiques naturelles sont synthétisées par les actinomycètes, en 

particulier le streptomyces.qui est le genre le plus largement répondue dans l`environnement 

(Badji et al., 2005). 

2.3. Résistance aux antifongiques  

Malgré les recherches approfondies, l'arsenal thérapeutique disponible contre les maladies 

fongiques est limité, et comme les bactéries, certains champignons développent également une 

résistance contre les agents antifongiques. Ainsi, l'émergence de la résistance aux antifongiques 

a devenu un problème majeur dans la prise en charge des mycoses systémiques ou invasives. 

Bien que la résistance aux antibiotiques soit largement connue pour les personnels de santé 

publique, les informations sur la résistance aux antifongiques sont plutôt limitées (Ben-Ami et 

Kontoyiannis). 
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Il y a quelques mécanismes par lesquels les champignons deviennent résistants : 

- La surexpression des protéines appelés « pompes » ou « protéines d’efflux », conduit à la 

diminution de la concentration intracellulaire d’antifongique et donc moindre efficacité  

Par exemple le changement structural des pompes de type ABC (ATP-Binding Cassette) chez 

certaines souches résistantes de Candida albicans est responsable de leur résistance aux 

antifongiques azolés (White, 2002). 

 

-modification de la cible. Exemple : Les altérations des stérols de la membrane cellulaire 

fongique qui pourraient être liées à des mutations sur le gène ERG2 ou ERG3 (démontré chez 

Candida) ; Cause une diminution de l'accessibilité de la membrane, par modification de la 

structure de la paroi fongique (Nagoba et al., 2013). 

 

-  modification des voies métaboliques : Dans certains cas, les levures peuvent modifier à leur 

avantage la biosynthèse de métabolites autrement toxiques dérivés de leur exposition à des 

agents antifongiques.  

 

Le développement de la résistance aux azolés par des mutations dans ERG3 codant pour la 

stérol 5,6 désaturase est un exemple de ce principe. S'il est actif, ERG3 convertit les stérols 

14α-méthylés en dérivés toxiques du 3,6-diol. Les cellules fongiques incapables de produire ce 

métabolite toxique acquièrent une résistance à l'azole (Kelly et al., 1995). 

- résistance par la présence de structures multicellulaires complexes (biofilms) : la capacité à 

former des biofilms limitent le passage de l'antifongique à l'intérieur de la cellule. Les biofilms 

sont formés par plusieurs espèces fongiques, notamment Candida et Aspergillus. Une 

caractéristique remarquable des biofilms est leur résistance à de nombreux agents antifongiques 

non apparentés, à l'exception de la caspofongine (Ramage et al., 2002).   
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I. Matériels et méthodes 

1. Objectif de travail 

Ce projet de mémoire consiste à étudier les caractères phénotypiques des isolats 

d`actinomycètes en particulier les caractères macromorphologiques et micro- morphologiques. 

Nous avons étudié aussi certains caractères physiologiques qui consistent à cultiver nos 

isolats dans différentes températures, différents degrés de PH, et différents concentration en 

chlorure de sodium 

L’objectif principal de notre travail, est à la production et l’extraction des molécules 

bioactives à partir des souches des actinobactéries « Streptomyces », ensuite tester leurs activités 

par la technique des disques de diffusion vis-à-vis des champignons filamenteux et des levures. 

2. Cadre d’étude 

Notre partie expérimentale a été réalisée au laboratoire de microbiologie du département de 

biologie appliquée, Université Larbi Tebessi de Tébessa, durant une période allant du 17 

novembre 2021 jusqu’au 1juin 2022. 

 

3. Matériels utilisées 

3.1 Matériels non-biologique 

3.1.1 Grands matériels 

 Bain marie 

 Autoclave 

 Balance 

 Etuves 

 Hotte bactériologique 

 Loupe binoculaire 

 Microscope optique 

 Plaque chauffante 

 Réfrigérateur 

 Table à niveau 

 Vortex 

 Rhotavapeur (évaporateur rotatif) 
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3.1.2 Petits matériels 

 Anse de platine 

 Barreaux magnétique 

 Bec bunsen 

 Boites de Pétri 

 Bistouri 

 Portoirs 

 Entonnoir 

 Film photographique 

 Plaque CCM 

 Lames et lamelles 

 Micropipettes 

 Papier watman n°1 

 Picette 

 Pipettes Pasteur 

 Spatule 

 Verreries : béchers gradués, éprouvettes graduées, tubes à essai stériles, les flacons, 

et leserlenmeyers 

 

3.2. Matériels biologiques 

 Les 10 isolats d’Actinomycètes qui appartiennent au genre Streptomyces proviennent d’une 

collection de souches d’actinomycètes isolées à partir d’un système lacustre (Benhadj et al., 

2018) 

Chacune avait un code selon le tableau suivant : 
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Tableau 06 : les codes des souches d’actinomycètes 

Souche  Code 

  

S1 ACT 170 

S2 ACT97 

S3 ACT368 

S4 ACT130 

S5 ACT158 

S6 ACT299 

S7 ACT406 

S8 ACT316 

S9 ACT292 

S10 ACT257 

 

3.2.1 Les champignons filamenteux sous les codes : 

 Fusarium (F.Fso) 

 Lichteimia (FST87) 

 Lomentospora (FST67) 

 Aspergillus( F.AScal) 

 Fusarium (F.Foxy) 

 Aspergillus (F.ASfu) 

 Rhizopus (F.RHroy) 

 Paecilomyces( F.PAlil) 

 Aspergillus (F.ASfl) 

 Scopilariopsis (ICF57) 

 Penicillium(ICF 59) 
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 ICF 53 PB 

 Paecilomyces (F.PAvar) 

3.2.2 Les levures  sont représentées par les codes suivants : 

 Candida( L20) 

 Sacharomyces (L43) 

 Candida( L44) 

 Candida (L23) 

 Rhodotorula(LRm) 

 Candida (LCk) 

 

3.3 Les milieux de cultures 

 GYEA 

 ISP1,ISP2,ISP3,ISP4,ISP5,ISP6. 

 ISP2 molle 

 Sabouraud solide 

 Sabouraud liquide 

 ISP2 liquide 

 

3.4 Les solutions 

 L’eau distillée stérile 

 L’eau physiologique stérile 

 Ethanol 

 NAOH 

 HCL 

 Violet de Gentiane 

 Lugol 

 Alcool 

 Fuchsine 

 Huile à immersion 

3.5 Les solvants 

 Éthanol 

 Méthanol  

 n-butanol 
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 Hexane 

 Dichlorométhane 

 Chloroforme 

 Acétate d’ethyle 

 Acétone 

 DMSO 

 

4. Méthode de Travail  

4.1. Origine des souches 

  Les dix isolats d’Actinomycètes proviennent d’une collection de souches d’Actinomycètes 

du laboratoire de Microbiologie Appliquée de l’Université Badji Mokhtar Annaba. 

 

4.2. Repiquage et purification des isolats d’actinomycètes 

  La première étape dans notre travail est la purification des souches d’actinomycètes étudiées. 

Cette étape est très essentielle, elle permet de donner des colonies isolés et pure. Le repiquage 

des souches se fait par la méthode d’ensemencement par stries d’épuisement dans des boites 

Pétri contenant le milieu ISP2, ces boites sont incubées à une température de 30°C pendant 7 

jours, car les actinomycèteszé » ont une croissance lente (Eriskon, 1949). 

 

4.3. Etude des caractères morphologiques 

L’étude des caractères morphologiques des souches d’actinomycètes est basée sur les 

caractères culturaux des colonies (croissance, couleur du mycélium aérien et de substrat) et de 

la forme et de la taille des spores.  

 

4.3.1. Etude des caractères macromorphologiques  

Cette étude repose sur l’observation de la croissance et de la couleur des mycéliums aérien 

et du substrat ainsi que les pigments diffusibles. Les caractéristiques culturales des colonies 

sont notées après 7, 14 et 21 jours d’incubation à 30°C sur les milieux ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, 

ISP5, ISP6 recommandés par (Shirling et Gottlieb ,1966). ainsi que sur le milieu GYEA. La 

composition des milieux est donnée en annexe. 

 

4.3.2. Etude des caractères micromorphologiques 

   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 
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Cette étude consiste à noter et étudier l`aspect microscopique de nos isolats, après 10 à 20 

jours d’incubation à 30°C par l`observation microscopique de l`état frais et la coloration du 

Gram  

 

4.3.2.1. Préparation d`état frais  

Il permet l’étude microscopique des Bactéries vivantes, en absence de toute fixation ou 

coloration. 

Tous les isolats ont été ensemencé sur le milieu GYEA et incubés à 30°C pendant 14 à21 

jours jusqu’à la sporulation des souches après elles ont examinés directement sous un 

microscope optique sans réalisation d’un frottis  

Cette étude nous a permet d’observer : 

 La morphologie des bactéries 

 Morphologie des spores 

 Le mode de groupement des spores 

 

4.3.2.2 Coloration de Gram 

Sur des lames en vers propre et désinfectées avec de l’éthanol, on a préparé des frottis à partir des 

souches isolées, les frottis sont fixés par la chaleur en passant, par mouvements rapides, trois à quatre 

fois sur la flamme de bec Bunsen. 

 La coloration de Gram a été effectuée selon la méthode classique ; dont les étapes sont les 

suivantes : 

 Préparer le frottis. 

 Fixer les frottis a la chaleur. 

 Recouvrir la lame de violet de Gentiane pendant 1 minute, laver a l`eau distillée. 

 Recouvrir de lugol pendant 1 minute. 

 Décolorera l`alcool puis laver a l`eau. 

 Recouvrir la lame de fuchsine diluée pendant 30 secondes puis lave a l`eau. 

 Sécher entre deux feuillets de papier buvard. 

 Observer sous objectif a immersion (X100) 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 (forme des filament) et la présence ou l’absence de spores isolées 

(Williams et al., 1983). 
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4.4. Etude des caractères physiologiques  

4.4.1. Croissance à différentes températures  

Afin de déterminer la température optimale et d’évaluer la croissance des Streptomyces sur 

différentes températures, les souches sont ensemencées sur milieu ISP2, les boites sont 

incubées pendant 21 jours à différentes températures (4, 25, 30, 37 et 42, °C). qui permet une 

bonne croissance est notée (Smaoui., 2010). 

 

4.4.2. Croissance à différents pH  

Ce test est réalisé sur milieu ISP2 ajusté à différentes pH (3, 5, 7, 9 et 10) par des solutions 

de NaOH et HCl avant autoclavage, la croissance est estimée pendant 21 jours d’incubation à 

30°C. (Mckinney,2004). 

 

4.4.3 Tolérance au Chlorure de sodium  

Ce test est réalisé sur milieu ISP2 additionné de NaCl pour obtenir des concentrations, de 

(0, 2.5, 5, 7, et 10%). Après ensemencement les boites sont incubées à 30°C pendant 21 jours. 

(Boucheffa.,2010). 

 

4.5. Extraction des molécules bioactives  

Pour réaliser l`étape de l`extraction, nous avons choisis des solvants caractérisés par 

différentes polarités, cela nous permet d`obtenir le plus grand nombre possible des molécules 

bioactives produites par les actinomycètes. Les solvants utilisés sont : éthanol, méthanol, n-

butanol, hexane, chloroforme, dichlorométhane, acétate d`éthyle et acétone. 

Avant l’étape de l’extraction nous avons sélectionner les souches les plus actives avec le 

meilleur jour et aussi déterminer le meilleur milieu de production des molécules antifongiques 

basant sur les résultats des études précédentes faites sur les mêmes souches (Khelalfa et al., 

2020). 

 

Les différentes souches étudiées sont ensemencées en stries trés serrées a la surface de 

milieu(GYEA). Coulé dans des boîtes de pétri de 9cm de diamètre, après l`incubation de 10 

jours à 30°C le milieu contenu dans une seule boite est découpé en petits cubes lesquels sont 

placées dans des erlenmeyers, contenant 40ml d`un des solvants organique (éthanol, méthanol, 

butanol ,hexane, chloroforme,dichlorométhane, acétate d`éthyle ,acétone).l`extraction est 
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effectuée sous agitation pendant deux heures. L`extrait organique obtenu est filtré puis évaporé 

sous vide a 39°Cà l`aide d`un évaporateur rotatif. (Barry et al., 1970). 

 

Le résidu sec (les extraits brutes) sont ensuite récupérés à l`aide d`une micropipette et dilués 

resuspendue dans 5 ml de méthanol absolu et le deuxième résidu de ces extraits sont 

resuspendue dans 1ml DMSO a 10% (Suthinan et al.,2009). Pour chaque solvant et sont 

stockés dans des Eppendorfs stérile à 4°C pour les utiliser dans le test d`activité antifongique. 

 

4.5.1 Préparation des inocula des fungi tests 

4.5.1.1 Préparation de l’inoculum des levures 

On a réalisé une suspension en milieux sabouraud liquide à partir de culture de 72 h à 25°C 

sur milieux sabouraud , les souches indicatrice (les levures) sont inoculées dans des tube 

contenant 30 ml du milieu sabouraud liquide et agitées avec un vortex, les tubes sont incubées 

à 25°C pendant 48h. 

 

4.5.1.2 préparation des suspensions des champignons filamenteux 

Les champignons filamenteux sont repiqués sur milieu Sabouraud puis incubés à 25°C 

pendant 3 jours. Une suspension de spores et de fragments mycéliens est Préparée pour le 

test d’activité. 

 

4.6 Recherche de l’activité des extraits 

4.6.1 Méthode des disques  

La recherche de l’activité des extraits issus de chaque solvant a été réalisée par la méthode 

des disques. Des disques de papier Whatman N°1 (6mm de diamètre) stériles sont déposés sur 

la gélose ISP2 molle préalablement ensemencé par les levure-tests et sur le milieu ISP2 molle 

préalablement ensemencé dans la masse par les champignons filamenteux-tests. Les disques 

sont ensuite imbibés par 30μl des différents extraits organiques. Les boites sont incubées à 

30C°. 

Des disques témoins, imprègnes de solvants (méthanol, DMSO dilué à 10%) sont également 

testés. La mesure des diamètres d’inhibition est effectuée après 24 à 48 heures d’incubation 

(Barry et al., 1970). 
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4.7. L’activité antifongique contre les champignons filamenteux et les levures  

4.7.1. Technique de la double couche  

Le test d’activité a été réalisé selon la technique de la double couche (Vidaver et 

al.,1972). La souche d’actinomycète à tester est ensemencée au centre de gélose ISP2 

coulée en boite de pétrie. L’incubation se fait à 30°C pendant 10 jours. 

1 ml de la suspension des souches cibles est ensemencé en masse dans 10 ml de milieu 

semi solide de ISP2 molle Après agitation, le milieu est coulé en double couche sur la gélose 

ISP2 renfermant la souche d’actinomycète. L’incubation se fait à 30 °C pendant 24 à 48h pour 

les levures et les moisissures. Le résultat positif se traduit par absence de croissance de la souche 

test autour de la colonie des actinomycètes. 

 

4.8 Test d’Antibiographie 

4.8.1 Chromatographie sur gel de silice (sur couche mince) 

Sur des plaques de gel de silice des dépôts de 5µl de chaque extrait (les extraits ayant la 

meilleure activité antifongique) sont déposés sous forme de spots à 1cm du bord inférieur de la 

plaque à l’aide d’une microseringue ou d’une micropipette, après séchage à l’air libre, diférents 

systèmes de solvants ont été utilisés (Bétina, 1965) :  

 Le système BAE : n-butanol - acide acétique -eau (3,1,1,v\v) 

 Le système AM : acétate d'éthyle-méthanole (10/15 v\v) 

 Le système EAE : éthanol - ammoniac - eau (8, 1,1v\v) 

 Le système ME : méthanole - eau (7:4 v\v) 

Les plaques sont installées dans les solvants et les molécules commencent la migration, les 

plaques sont retirées des cuves avant que les extraits migrent vers la ligne du bord supérieur, 

les plaques sont ensuite séchées sous hotte pour éliminer tous les traces des solvants. Et 

visualisés sous une lampe à UV. Après cette étape le rapport frontale (RF) pourrait être calculé 

en divisant la distance de migration (en cm) des composés bioactifs sur la distance parcourue 

par le solvant (en cm). 

 

4.8.2 Révélations chimiques des substances actives 

Des réactions chromogéniques sont effectuées sur des plaques de gel de silice, pour avoir 

une idée sur la nature chimique des molécules présentes. 

Les révélateurs chimiques utilisés sont les suivants (Merk ,1975) : 

• Ninhydrine : Révélateur des fonction amines 

• Formaldéhyde-acide sulfurique : révélateur des aromatiques polycycliques. 
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Après le séchage les plaques sont observés à l’œil nu puis sous UV. 

 

4.8.3 Bioautographie des molécules Bioactives  

Après le test des extraits par la chromatographie sur gel de silice, les systèmes qui ont montré 

la plus longue distance de migration entre les taches sont utilisés pour la révélation 

microbiologique, les plaques sont recouvertes par la gélose ISP2 molle ensemencé avec la 

souche cible. elles sont incubées par la suite à 30°C pendant 48h, les zones d’inhibition 

appariaient après cette période.( Betina , V.,1973). 
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II. Résultats et discussion  

1. Repiquage et vérification de la pureté des isolats 

Les conditions culturales des actinobactéries (températures favorables, milieu non sélectif 

pour les bactéries), sont des facteurs qui augmentent la chance d’apparition des contaminants 

dans la culture des bactéries. Pour cette raison la purification est une étape essentielle avant 

toute initiation d’un travail d’étude. 

Le repiquage successif des différents isolats d’actinomycètes sur le milieu ISP2 nous a 

permit d’obtenir des cultures pures caractérisés par des colonies homogènes qui partagent le 

même aspect morphologique : des colonies compactes, dures et fortement adhérées au gélose, 

d’une taille moyenne de 1 à 7 mm, d’une forme ronde ou irrégulière et une texture poudreuse 

causé par la sporulation de mycélium aérien), les résultats sont présentés dans le Tableau 07  

Les résultats montrent aussi que le milieu ISP2 donne une bonne croissance et permet la 

sporulation de tous les isolats (Planche 01), cela peut être expliqué par la richesse de ce milieu 

en substrats carbonés et azotés (extrait de levure, extrait de malt, glucose) qui sont des facteurs 

essentiels pour le développement des bactéries. 
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Tableau 07 : Résultats de repiquage et vérification de la pureté des isolats 

souche Diamètre des 

colonies 

Couleur de 

mycélium aérien 

Aspect des colonies 

ACT 158 1mm - 5mm  gris à beige Colonies légèrement surélevés, 

contour irrégulier, une surface 

rugueuse et consistance sèche. 

ACT 406 1mm – 7mm grisâtre Colonies aplatés de forme irrégulière 

avec un centre légèrement surélevé et 

des bords ondulés. 

ACT 316 1mm – 5mm gris clair Colonies bombés ont une forme 

irrégulière déchiquetés avec un aspect 

poudreux. 

ACT 368 1mm - 4mm grisâtre Colonies aplatés irrégulières avec un 

centre bosselé et des bords dentelés. 

ACT 257 1mm – 5mm grisâtre Colonies bombés irrégulières ont une 

surface rugueuse, un aspect poudreux 

et un centre bosselé. 

ACT 97 2mm – 6mm gris clair Colonies surélevés avec un contour 

irrégulier, un centre parfois ombiliqué 

et un aspect poudreux. 

ACT 170 1mm – 4mm grisâtre Colonies d’une forme irrégulière 

demi-bombés à centre ombiliqué, 

aspect rugueux et des bords dentelés. 

ACT 292 1mm - 6mm gris clair Colonies aplatés à centre parfois 

ombiliqués, avec des bords réguliers et 

un aspect poudreux  

ACT 359 1mm – 3mm blanchâtre Colonies rondes surélevés de forme 

régulière et aspect rugueux. 

ACT 299 2mm – 5 mm gris foncé Colonies légèrement surélevés, avec 

un centre ombiliqué et des bords 

dentelés et un aspect rugueux.  
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ACT368 

 

ACT158 

 

ACT292 

 

ACT359 

 

ACT97 

 

ACT299 

 

ACT170 

 

ACT316 

 

 ACT257 

 

ACT406 

 

 

Planche 01 : Photos représentant les caractères culturaux des isolats sur le milieu ISP2 
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2.Étude des caractères morphologiques 

L'étude des caractéristiques morphologiques (macroscopiques et microscopiques) des isolats 

d'actinobactéries est largement utilisée pour caractériser les genres d'actinobactéries. Selon 

Shirling et Gottlieb, 1966, l'identification des actinobactéries repose en grande partie sur les 

caractéristiques morphologiques qui sont considérées comme des caractères stables. Grace aux 

caractéristiques morphologiques, certains genres d’actinobactéries (Streptomyces, 

Micromonospora, Mictobispora…etc) peuvent être identifiés avec un important degré de 

précision par rapport aux autres genres (Nocardia, Actinoinmadura…etc). 

2.1. Étude microscopique 

2.1.1Coloration de Gram  

Les résultats de coloration de Gram reflètent la composition chimique de la paroi des 

bactéries et permet de les classer en bactérie à Gram positif ou négatif pour les actinomycètes 

particulièrement elle permet d’apprécier un certain nombre de caractères tels que l’aspect des 

filaments et l’agencement des spores ce qui contribuent à l’identification des actinomycètes. 

Les frottis bactériens des 10 isolats colorés par la coloration de Gram et observé sous 

microscope optique à l’objectif (Gr x 100) ont montré que la totalité des isolats sont des 

bactéries filamenteuses à Gram positif, ayant des formes similaires aux actinobactéries. 

Les résultats de coloration de Gram sont représentés dans le Tableau 08.  
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Tableau 08 : Résultats de coloration de Gram des 10 isolats 

Souche Gram Observation microscopique 

ACT 158 + filaments longs très enchevêtrées avec des spores isolées    

ACT 406 + filaments courtes épaisses avec des spores isolées dispersés 

ACT 316 + filaments longs droites avec des spores regroupées en amas 

ACT 368 + filaments longs fines enchevêtrées avec des spores isolées 

ACT 257 + filaments longs fines, enchevêtrées avec des spores dispersées 

ACT 97 + filaments courtes spirales avec des chaines de spores dispersés dans le 

champ 

ACT 170 + filaments longs, fines, avec des spores regroupées en amas 

ACT 292 + filaments courtes, épaisses, recouvrés par des spores 

ACT 359 + filaments longs, fines, avec des spores isolés ou regroupés en petites 

chaines 

ACT 299 + filaments longs très fines avec des spores isolées 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Résultats et Discussion 

 
 

42 
 

 

Planche 02 : Observation microscopique de la Coloration de Gram de toutes les souches 

d’actinomycètesGx100 
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2.1.2 État frais  

Les isolats ensemencés sur le milieu GYEA présentant une bonne croissance et sporulation 

sont observés sous un microscope optique ou grossissement (X40 et X100) après 21 jours 

d’incubation à 30 °C. 

Les observations microscopiques sont représentées par les Figures 06, 07, 08, 09, 10, 11, 12 

,13. 

Les mycéliums aériens et de substrat sont très évolués complexes et persistants, le mycélium 

de substrat se présente sous forme de longs filaments ramifiées dépourvus de septum (Erikson, 

1949). 

Après 21 jours toutes les souches à l’exception des souches ACT406, ACT 170 et ACT 299 

développent un mycélium aérien. Ce mycélium est épais plus foncé et moins ramifié que le 

mycélium de substrat. Il est peu abondant pour la souche ACT 316 et très abondant pour les 

souches ACT368, ACT257, ACT97 et ACT292 

Les isolats présentent des caractéristiques microscopiques différentes : chez les souches 

(ACT 158, ACT 316, ACT 368, ACT 257, ACT 97, ACT 292 ) le mycélium aérien est constitué 

de filaments ramifiés qui se fragmentent de manière anarchique en donnant des chaines de 

spores compactes irrégulières qui présentent 2 à 4 tours (shirling et Gottleib ; 1966) les chaines 

de spores prennent souvent une forme RF : Rectus Flexibilis (chaines de spores droites à 

fluxeuses) à RA : Ritinaculum Apertum (chaines en crochet ou en boucles), S : Spira (chaines 

spiralées). Le mycélium aérien de ces souches est illustré par les figures 06, 09, 10, 12. 

Par ailleurs, selon les caractéristiques morphologiques des isolats on peut confirmer leur 

appartenance au genre Streptomyces. 
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Figure 06 : micromorphologie du mycélium aérien de la souche Act 158 sur le milieu 

GYEA observé au microscope optique (Gr.x100). 

 

 

 

 

 

Figure 07 : micromorphologie du mycélium aérien de la souche Act 406 sur le milieu 

GYEA observé au microscope optique (Gr.x100). 
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Figure 08 : micromorphologie du mycélium aérien de la souche Act316 sur le milieu 

GYEA observé au microscope optique (Gr.x100). 

 

 

 

 

 

Figure 09 : micromorphologie du mycélium aérien de la souche Act368 sur le milieu 

GYEA observé au microscope optique (Gr.x100). 
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Figure 10 : micromorphologie du mycélium aérien de la souche Act257 sur le milieu 

GYEA observé au microscope optique (Gr.x100). 

 

 

 

 

Figure 11 : micromorphologie du mycélium aérien de la souche Act97 sur le milieu GYEA 

observé au microscope optique (Gr.x100). 
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Figure 12 : micromorphologie du mycélium aérien de la souche Act292 sur le milieu 

GYEA observé au microscope optique (Gr.x100). 

 

 

 

 

 

Figure 13 : micromorphologie du mycélium aérien de la souche Act359 sur le milieu 

GYEA observé au microscope optique (Gr.x100). 
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2.2 Etude macromorphologique 

Les observations rassemblées dans le Tableau 09 et la planche 03, montrent l’aspect 

macroscopique des souches pures, ceci par rapport au milieu de culture. 

Tableau 09 : aspect macroscopique des souches sur déférents milieux de culture. 

Souche 

 

Milieu Croissance MS MA P 

158 ISP1 

ISP2 

ISP3 

ISP4 

ISP5 

ISP6 

GYEA 

++ 

+++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

beige 

beige clair 

jaune clair 

beige 

beige foncé 

beige foncé 

jaunâtre  

blanchâtre 

gris à blanc 

grisâtre 

grisâtre 

blanchâtre 

noirâtre 

grisâtre 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

170 ISP1 

ISP2 

ISP3 

ISP4 

ISP5 

ISP6 

GYEA 

++ 

+++ 

+++ 

+++ 

++ 

++ 

+++ 

brun jaunâtre 

beige claire 

incolore 

beige pale 

beige pale 

beige pale 

jaune clair 

incolore 

blanchâtre 

incolore 

incolore/ blanc 

incolore 

gris clair 

gris clair 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

368 ISP1 

ISP2 

ISP3 

ISP4 

ISP5 

ISP6 

GYEA 

++ 

+++ 

+++ 

+++ 

++ 

++ 

+++ 

jaune clair 

vers olive 

beige clair 

beige pale 

brun foncé 

brun jaunâtre 

beige jaune 

blanchâtre 

grisâtre 

grisâtre 

blanchâtre 

blanchâtre 

incolore 

incolore  

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
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257 ISP1 

ISP2 

ISP3 

ISP4 

ISP5 

ISP6 

GYEA 

++ 

+++ 

++ 

++ 

+ 

++ 

+++ 

beige 

noirâtre 

jaune grisâtre 

beige 

brun jaunâtre 

jaune foncé 

jaune brunâtre 

blanchâtre 

grisâtre 

grisâtre 

grisâtre 

blanchâtre 

blanchâtre 

blanchâtre 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

406 ISP1 

ISP2 

ISP3 

ISP4 

ISP5 

ISP6 

GYEA 

++ 

+++ 

+++ 

+++ 

++ 

++ 

++ 

beige 

brun foncé 

beige clair 

beige 

brunâtre 

orange vif 

beige 

blanchâtre 

gris clair 

gris clair 

gris clair 

blanchâtre 

blanchâtre 

blanc grisâtre 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

359 ISP1 

ISP2 

ISP3 

ISP4 

ISP5 

ISP6 

GYEA 

++ 

+++ 

+++ 

++ 

++ 

++ 

+++ 

jaune orangé 

beige foncé 

jaune grisâtre 

beige pale 

beige foncé 

Jaune foncé 

beige 

incolore 

gris claire 

grisâtre 

grisâtre 

jaune claire 

blanchâtre 

incolore 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

299 ISP1 

ISP2 

ISP3 

ISP4 

ISP5 

ISP6 

++ 

+++ 

+++ 

++ 

++ 

++ 

beige 

brunâtre 

Jaune grisâtre 

blanc beige 

beige pale  

brun jaunâtre 

blanchâtre 

blanchâtre 

grisâtre 

blanchâtre 

blanchâtre 

blanchâtre 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
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GYEA ++ beige pale blanchâtre - 

97 ISP1 

ISP2 

ISP3 

ISP4 

ISP5 

ISP6 

GYEA 

++ 

+++ 

++ 

+++ 

++ 

++ 

+++ 

beige grisâtre 

noirâtre 

brun foncé 

brunâtre 

brun foncé 

brun jaunâtre 

jaune orangé 

incolore 

grisâtre 

grisâtre 

gris clair 

rouge vif 

incolore 

blanchâtre 

- 

+ brun 

- 

- 

- 

- 

- 

316 ISP1 

ISP2 

ISP3 

ISP4 

ISP5 

ISP6 

GYEA 

++ 

+++ 

++ 

+++ 

++ 

++ 

++ 

beige 

rouge vif 

rose clair 

rougeâtre 

orangé 

beige pale 

brun foncé 

blanchâtre 

grisâtre 

gris clair 

blanchâtre 

grisatre 

incolore 

brunâtre 

- 

+ brun 

- 

- 

+ orangé 

- 

- 

292 ISP1 

ISP2 

ISP3 

ISP4 

ISP5 

ISP6 

GYEA 

++ 

+++ 

++ 

+++ 

++ 

++ 

++ 

beige 

brunâtre 

jaune brunâtre 

grisâtre 

brun jaunâtre 

beige 

beige 

blanchâtre 

grisâtre 

grisâtre 

grisâtre 

gris clair 

gris clair 

blanchâtre 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Croissance/ production : +++ bonne, ++ moyenne, + faible, - nulle 
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La majorité des souches donnent une croissance abondante à modérée sur les différents 

milieux utilisés, à l’exception de la souche ACT257 qui a donné une faible croissance sur le 

milieu ISP5.  

Les souches peuvent être réparties en deux groupes en fonction de leur vitesse de croissance. 

Les colonies des souches ACT299, ACT359, ACT368, ACT292, ACT158, ACT406 et ACT 

170, apparaissent après 1 à 2 jours d’incubation. Les souches à croissance relativement lente 

sont : ACT316, ACT97 et ACT292, leurs colonies requièrent 2 à 5 jours d’incubation pour 

apparaître. 

 

Après 7 jours d'incubation, des colonies jeunes sont apparues, de forme ronde, sèches de 

couleur beige à jaune correspondant au mycélium de substrat. Celui-ci est formé dans les 

premiers stades de la croissance et s'est développé sur la gélose puis s'est enfoncé radicalement 

dans le milieu, ce mycélium peut être aussi observé sur le dos de la colonie lorsque le milieu 

est transparent. Sur les milieux ISP1, ISP4 et ISP5, un aspect poudreux de couleur blanche à 

grise est observé dès la première semaine c'est le mycélium aérien, il continue à se développer 

durant la deuxième semaine. Du 14ème jour jusqu’à le 21ème jour, le mycélium aérien prend 

progressivement une couleur grise, ce changement correspond à la formation des spores sur les 

extrémités des hyphes aériens.  

L'observation du revers de la colonie, permet de déterminer la couleur du mycélium de 

substrat. En effet, pour la majorité des souches, ce mycélium est pigmenté soit en jaune, beige 

ou brun, mais pour la souche ACT316 il présente une grande variété des couleurs, beige, rouge, 

rose, orangé, brun. 

 

Deux souches de Streptomyces sont caractérisées par la production des pigments, la souche 

ACT97 qui produit un pigment d’une couleur brunâtre sur le milieu ISP2, et la souche ACT316 

qui élabore un pigment brun sur le milieu ISP2 et orangé sur le milieu ISP5. 
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Planche 03 : Photos des caractères culturaux des souches sur les différents milieux. 
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3.Tests physiologiques  

3.1 Tolérance à différentes températures 

Les résultats de la croissance à différentes températures des 10 souches de Streptomyces étudiés 

sont résumés dans le Tableau 10. 

Tableau 10 : croissance des souches de Streptomyces à différentes températures 

souche 4°C 25°C 30°C 37°C 42°C 

ACT 158 - ++ +++ ++ + 

ACT 406 - ++ +++ +++ - 

ACT 316 - ++ +++P +++ P - P 

ACT 368 - ++ +++ +++ +++ 

ACT 257 - ++ +++ +++ +++ 

ACT 97 - ++ +++P +++ + 

ACT 170 - + +++ ++ - 

ACT 292 - ++ +++ + - 

ACT 359 - ++ +++ +++ +++ 

ACT 299 - ++ +++ +++ +++ 

Pas de croissance (-), croissance faible (+), croissance modéré (++), croissance abondante (+++), Production 

d’un pigment (P). 

D’après les résultats exprimés dans ce tableau, nous avons constaté que toutes les souches 

croissent dans un intervalle de températures allant de 25°C à 37°C avec une croissance optimale 

aux températures 30°C et 37°C, ces résultats sont confirmés par le fait que les Actinomycètes 

sont des mésophiles ayant un optimum de croissance à 30°C (Goodfellow et Williams, 1983). 

Cinq souches ont montré une aptitude à croitre à 42°C dont quatre parmi eux avaient une 

croissance optimale. Il s’agit des souches : ACT 257, ACT 368, ACT 359 et ACT 299. Ainsi 

on a constaté qu’aucune souche n’a été capable de croitre à 4°C. 
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Croissance de Streptomyces 

à température 25 °C 

 

 

Croissance de Streptomyces à température 

37°C 

 

 

Croissance de Streptomyces 

à température 44°C 

 

 

Croissance de Streptomyces 

à température 30°C 

Planche 04 : Photos des résultats du test de tolérance à différentes températures de quelques 

isolats. 
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3.2 Tolérance à différentes concentrations de NaCl  

Les résultats de ce test sont présentés dans le tableau :  

Tableau 11 : croissance des souches de Streptomyces à différentes concentrations de NaCl 

souche 0% 2.5% 5% 7% 10% 

ACT 158 +++ + + - - 

ACT 406 +++ +++ +++ ++ - 

ACT 316 +++ P +++ ++ ++ - 

ACT 368 +++ +++ +++ +++ + 

ACT 257 +++ +++ +++ ++ - 

ACT 97 +++ P +++ ++ ++ + 

ACT 170 +++ +++ ++ ++ + 

ACT 292 +++ +++ ++ + + 

ACT 359 +++ +++ + + + 

ACT 299 +++ +++ ++ ++ + 

Pas de croissance (-), croissance faible (+), croissance modéré (++), croissance abondante (+++), Production 

d’un pigment (P). 

Selon les résultats exprimés dans le Tableau 11 nous avons remarqués que toutes les souches 

testées n’exigent pas la présence de NaCl dans le milieu pour croitre. Cependant la plupart entre 

eux ont une croissance optimale ou modéré dans les milieux ayants une concentration en NaCl 

allant de 2.5% à 7%, elles sont donc des bactéries halotolérantes modérés selon la classification 

de Kushner et Kamekura (1988). 

 

Il faut noter que nous avons également remarqué l’absence de production de pigments 

diffusibles par les souches ACT 316 et ACT 97qui ont été auparavant productrices des pigments 

rouge et brun sur milieu ISP2 non supplémenté de NaCl. 
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Croissance de Streptomyces 

à une concentration de 2.5% de NaCl 

 

 

Croissance de Streptomyces 

à une concentration de 7% de NaCl 

 

 

Croissance de Streptomyces 

à une concentration de 7% de NaCl 

 

 

Croissance de Streptomyces 

à une concentration de 10% de NaCl 

Planche 05 : Photos des résultats du test de tolérance à différentes concentrations de NaCl de 

quelques isolats. 
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3.3 Tolérance à différents degrés de pH 

Les résultats de ce test sont représentés par le Tableau 12 : 

Tableau 12 : Croissance des souches de Streptomyces à différents degrés de pH 

souche pH 3 pH 5 pH 7 pH 9 pH 10 

ACT 158 + ++ +++ +++ ++ 

ACT 406 - ++ +++ ++ ++ 

ACT 316 - + +++P +++ +++ 

ACT 368 - - +++ +++ +++ 

ACT 257 - + +++ +++ +++ 

ACT 97 - + +++P +++ +++ 

ACT 170 - + +++ +++ ++ 

ACT 292 - ++ +++ +++ ++ 

ACT 359 - ++ +++ +++ +++ 

ACT 299 - ++ +++ +++ +++ 

Pas de croissance (-), croissance faible (+), croissance modéré (++), croissance abondante (+++), Production 

d’un pigment (P). 

Selon les résultats de la croissance des souches à différentes valeurs de pH, nous avons 

remarqué que toutes les souches de Streptomyces présentent une croissance optimale à un 

intervalle de pH entre 7 et 9 certains parmi eux ont un développement important dans un pH 

alcalin égale à 10 notamment les souches ACT316, ACT368, ACT257, ACT97, ACT359, 

ACT299. 

La majorité des souches ont une croissance faible ou modéré sur les milieux peu acides (pH 5), 

et une croissance nulle sur les milieux à pH 3 à l’exception d la souche ACT 158 qui est capable 

de croitre sur ce dernier. 

Il est bien évident que le pH optimal pour la croissance de nos souches varie de 7 à 9 ce qui 

est en concordance avec les travaux de (Goodfellow et Williams, 1983)  ou il avait décrit que 

la plupart des Actinomycètes comportent comme des neutrophiles en culture, croissant à un pH 

entre 5 et 9 avec un optimum proche de la neutralité. 
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L’acidité de l’environnement est un facteur majeur limitant la distribution et l’activité de 

genre Streptomyces, cependant les Streptomyces acidophiles et acidotolérantes sont révélés à 

être largement répartis dans les sols acides (Hagedorn, 1976). 

 

 

Croissance de Streptomyces à pH 10 

 

 

Croissance de Streptomyces à pH 7 

 

 

Croissance de Streptomyces à pH 9 

 

 

Croissance de Streptomyces à pH 3 

Planche 06 : Photos des résultats du test de tolérance à différents pH de quelques isolats. 
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4.Tests d’activité antifongiques 

4.1 Mise en évidence de l’activité antifongique par la méthode des disques de diffusion  

Le pouvoir antifongique des extraits des souches de Streptomyces est évalué contre un 

nombre des champignons et de levures tests par la méthode des disques de diffusion. Les 

souches montrent des activités variables selon le germe cible et selon le solvant utilisé pour 

l’extraction cette variabilité montre que chaque souche produit probablement plusieurs 

complexes d’antifongiques. Les résultats de l'activité antifongique des extraits des isolats par 

rapport aux souches cibles sont donnés dans le Tableau 13 et les Planche 07. 
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Tableau 13 : Test d’activité antifongique des extraits de 10 isolats de Streptomyces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

souche Met Eth But Hex AE Ace Chl DCM 

Met DMSO Met DMSO Met DMSO Met DMSO Met DMSO Met DMSO Met DMSO Met DMSO 

A
C

T
1
5
8

 

L23 

L44 

L43 

L20 

LCK 

- 

- 

- 

- 

- 

29 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

28 

- 

- 

- 

- 

22 

- 

- 

- 

15 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

37 

- 

- 

- 

- 

- 

25 

- 

- 

- 

21 

- 

- 

- 

- 

- 

22 

- 

- 

- 

26 

- 

- 

- 

- 

F.RHory 

F.ASfl 

ICF57 

F.PAvar 

- 

- 

- 

- 

26 

25 

14 

- 

- 

- 

- 

- 

22 

21 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

24 

11 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

11 

- 

- 

17 

- 

- 

- 

- 

11 

- 

- 

10 

- 

- 

- 

- 

23 

- 

- 

- 

A
C

T
1
7
0

 

L20 

L23 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

30 

- 

- 

- 

25 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

F.Fso 

F.Foxy 

F.AScal 

- 

- 

22 

- 

26 

16 

- 

- 

- 

- 

24 

13 

- 

- 

22 
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22 

- 

33 

- 

- 

32 

- 

- 

30 

19 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

21 

- 

- 

22 

13 

- 

- 

- 

- 

28 

- 

A
C

T
9

7
 F.ASfu 

F.Fso 

F.PAlil 

F.AScal 

40 

- 

- 

- 

26 

25 

- 

- 

26 

- 

- 

- 

25 

26 

- 

- 

40 

- 

- 

- 

21 

25 

- 

- 

27 

- 

- 

- 

22 

30 

- 

- 

30 

29 

- 

- 

- 

18 

- 

- 

23 

27 

- 

- 

27 

29 

- 

- 

15 

14 

- 

- 

20 

35 

- 

- 

17 

13 

- 

- 

19 

29 

- 

- 

A
C

T
4
0
6

 L43 - - - - 41 - - - - - - - - - - - 

F.Foxy 

F.PAvar 

- 

- 

- 

28 

- 

- 

- 

37 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

36 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

18 

- 

- 

A
C

T
3
6
8

 ICF53PB 

F.Foxy 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

33 

- 

- 

- 

- 

- 

36 

- 

- 

- 

37 

- 

33 

- 

23 

- 

- 

- 

14 

- 

- 

- 
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Tableau 13 : (suite) 

souche Met Eth But Hex AE Ace Chl DCM 

Met DMSO Met DMSO Met DMSO Met DMSO Met DMSO Met DMSO Met DMSO Met DMSO 

A
C

T
2
9
2

 F.PAlil 

F.PAvar 

FST87 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

A
C

T
3
1
6

 

F.Fso 

FST67 

F.Foxy 

F.PAlil 

ICF53PB 

- 

37 

- 

- 

- 

- 

28 

- 

- 

- 

38 

40 

- 

- 

- 

- 

27 

- 

- 

- 

- 

38 

- 

- 

- 

 

- 

40 

- 

- 

- 

- 

44 

- 

- 

- 

- 

31 

- 

- 

- 

14 

28 

- 

- 

- 

- 

22 

- 

- 

- 

31 

23 

- 

- 

- 

28 

35 

- 

- 

- 

- 

20 

- 

- 

- 

- 

25 

- 

- 

- 

19 

31 

- 

- 

- 

22 

40 

- 

- 

- 

A
C

T
3
5
9

 ICF 59 

F.AScal 

- 

- 

42 

- 

40 

33 

- 

24 

16 

14 

- 

13 

41 

44 

- 

- 

- 

- 

20 

- 

- 

- 

18 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

28 

15 

- 

A
C

T
2
9
9

 FST67 

F.Foxy 

- 

- 

32 

- 

40 

- 

30 

35 

- 

- 

46 

- 

13 

- 

24 

- 

37 

25 

23 

- 

20 

24 

32 

- 

31 

15 

30 

- 

43 

24 

42 

- 

A
C

T
2
5
7

 F.AScal - - - - - - - - - - - - - - - - 

(Met) : methanol ; (Eth) : ethanol ; (But) : n-butanol; (Hex): hexane; (AE): acetate d’éthyl; (Ace): acetone; (Chl): chloroform; (DCM): dichlorométhane 

(DMSO) : Dimethylsulfoxide 

(-): absence de zone d'inhibition 
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Planche 07 : L’activité inhibitrice de quelques extraits vis-à-vis des champignons tests 
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Les résultats de Tableau montrent que tous les extraits des souches de Streptomyces sauf les 

souches ACT 292 et ACT 257 ont présentés une activité antifongique vis-à-vis d’au moins une 

souche test utilisée. 

Les extraits de la souche ACT 158 avec la majorité des solvants (ré-suspendue dans le 

DMSO et le méthanol) montrent une activité importante contre le genre Candida avec des zones 

d’inhibitions comprises entre 15 mm et 37 mm de diamètre,  

Les extraits aux éthanol, méthanol, acétone, chloroforme et dichlorométhane (diluée dans le 

DMSO), de la souche ACT 158 ont une activité inhibitrice faible à modéré (11 mm – 26 mm) 

contre les champignons Rhizopus (FRHory), Aspergillus(F.ASfl) et Peacilomyces(F.PAvar). 

On peut noter à partir de ces résultats que les biomolécules produites par la souche ACT 158 

solubles dans le DMSO présentent une meilleure activité que celles re-suspendu dans le 

méthanol. Ces résultats corroborent avec ceux (d’Augustine et al., 2005). Qui montrent que les 

souches tests appartenant au genre Aspergillus sont les plus sensibles aux molécules bioactives 

d'actinomycètes. 

Pour la souche ACT 170 les extraits butanoiques et hexanoiques (ré-suspendue dans le 

DMSO) ont une activité inhibitrice comprise entre 25mm et 30mm, contre le genre 

candida(L23). On constate que le meilleur extracteur dans ce cas est le :n- butanol, ces résultats 

obtenues sont comparables avec celles obtenues par (Slavica et al.,2005)qui ont mentionnés 

que des souches actinomycetales appartenant au genre Streptomyces montrent des zones 

d`inhibition comprise entre 11mm et 31mm vis à vis de condida albicans .Nos résultats sont 

meilleurs que ceux de (Belyagoubi, 2014) qui a travaillé sur l'activité antifongique de 9 isolats 

d'actinomycètes tellurique contre plusieurs espèces de levures cette étude montre que l'activité 

anti-candidosique révèle des zones allant de 7 à 21 mm. 

Presque tous les extrais de la souche ACT 170 avec tous les solvants sauf l`acétate d`éthyle 

et l`acétone (diluées dans le DMSO et le méthanol) présentent une activité intéressante vis-a-

vis des champignons filamenteux, Fusarium (F.Foxy), (21 mm – 46 mm) et  Aspergillus 

(F.AScal) (13 mm – 22mm), dont le meilleur solvant d`extraction est le butanol. 

Les extraits de la souche ACT 97 avec tous les solvants (ré-suspendue DMSO, méthanol) 

ont une activité inhibitrice allant de 13mm à 41mm contre les genres Aspergillus 

(F.ASfu),Fusarium(F.Fso), on peut noter que l`éthanol et le butanol sont les meilleurs 

extracteurs. On constate que la nature de ces biomolécules est non-peptidique, poly phenolique 
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et polyénique (Lamari,2006). Ces résultats sont mieux que les résultats trouvés par (Aouichi 

et al., 2012) qui signale que la souche de Streptomyces PAL 111 présente des zones de 17mm 

vis-à-vis de Fusarium culmurum et celle de (Badji et al., 2005) qui trouve une zone de 9 mm 

vis-à-vis Fusarium sp et Fusarium oxysporum. 

L`extrait butanolique de la souche ACT406 diluée dans le méthanol montre une activité 

inhibitrice importante de l’ordre de 41 mm contre le genre Saccharomyces(L43), ce qui est 

mieux que les travaux de (Aghighi et al.,2004) qui trouve que la souche de Streptomyces 

plicatus montre des activités vis-à-vis Saccharomyces cerevicae avec une zone de 5mm à 9 mm 

de diamètre. Une activité contre Peacilomyces(F.Pavar) est également enregistrée (18 mm – 37 

mm) cependant aucune activité n’a été enregistré contre le genre Fusarium(F.Foxy). 

Les extraits de la souche ACT 368 avec les solvants : butanol, hexane, acétone, chloroforme, 

dichlorométhane qui ont été testés contre le champignons (ICF53PB), présentent une activité 

inhibitrice comprise entre 14mm et 37mm et une absence d’activité contre Fusarium, Les 

résultats montrent que l’acétone est le meilleure solvant dextration. 

Les extraits de la souche ACT 316 avec tous les solvants (ré-suspendue dans le DMSO et le 

méthanol) ont une activité inhibitrice importante contre les champignons filamenteux Fusarium 

(F.Fso) et Lomentospora (FST67) allant jusqu’à 44mm, dont les meilleurs solvants d`extraction 

sont : hexane et butanol.  

Les extraits de la souche ACT 359(dilués dans le DMSO et le méthanol) avec presque tous 

les solvants présentent une activité importante contre les deux genres Aspergillus (F.AScal) et 

Penicillium(ICF59) comprise entre 13mm et 44 mm, avec un meilleur extracteur (l`éthanol). 

Ces résultats sont supérieurs par rapport aux résultats trouvés par (Aouichi et al., 2012) qui a 

trouvé un résultat de17 mm de diamètre pour la souche de Streptomyces PAL111 contre 

Penicilium glabrum. 

Les extraits de la souche ACT 299 (dilués dans le DMSO et le méthanol) avec tous les 

solvants, sauf l`éthanol présentent une activité inhibitrice importante contre Lomentospora 

(FST67), et Fusarium (F.Foxy) allant de 13mm à 43 mm . Le meilleur extracteur est le 

dichlorométhane qui donne la plus grande zone d`inhibition, le dichlorométhane ; un solvant 

très peu soluble dans l`eau mais miscible avec la plupart des solvants organiques, selon 

Sacramento et ses collaborateurs (2004) signale que le dichlorométhane extrait des composes 

peptidique.  
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On peut déduire donc que, le n-butanol suivie de l’éthanol puis le dichlorométhane et 

l’hexane sont les solvants qui ont donnés les meilleurs résultats. Ces résultats sont en accord 

avec ceux obtenus par Augustine et al. (2005) qui ont pu extraire des molécules à activités 

antifongiques en utilisant de l’hexane comme solvant d’extraction dans les surnageants de 

culture de Streptomyces albidoflavus. D’autres études telles que celle réalisé par Boudjella et 

al. (2006) et Zitouni et al. (2005) ont souligné l'efficacité du butanol et de dichlorométhane 

dans l’extraction des antibiotiques synthétisés par des Actinomycètes. 

L’apparition de l’activité antimicrobienne dans un solvant polaire (n-butanol), de polarité 

moyenne (dichlorométhane) et apolaire (n-hexane) suppose qu’il s’agit soit de plusieurs 

molécules de polarités différentes soluble chacune dans un solvant différent ou bien d’une ou 

plusieurs molécules solubles dans différents solvants. Cette dernière hypothèse est plus 

probable puisque selon Guernet et Hamon (1981), les antibiotiques dont la structure est 

généralement complexe comprennent des caractères polaires et apolaires entrainant une affinité 

pour des solvants très divers. 

4.2 Mise en évidence de l’activité antifongique par la méthode de double couche 

Afin de confirmer l’activité antimicrobiennes de nos isolats, nous avons utilisé une autre 

technique plus précieuse celle de la double couche qui donne plus de précision sur l’activité 

antimicrobienne de nos isolats d’actinobactéries. 

Les résultats de l'activité antifongique de quelques isolats d'actinomycètes par rapport aux 

souchesfongique testées (levures et champignons filamenteux) sont donnés dans le Tableau et 

les planches suivants : 

Tableau 14 : Diamètre d’inhibition de la croissance des souches fongique par l`isolat 158 

(--) : faible ;(+) : présence de zone de zone d`inhibition 

A partir de ce tableau on constate que la souche ACT 158 testée présente une activité 

intéressante vis-à-vis des souches fongiques testées (levures et champignons filamenteux). On 

remarque aussi l'apparition des zones d'inhibitions très importantes pour la souche ACT 158 

Souche de 

streptomyces 

Jour10 

Levures  Champignons filamenteux 

L43 L44 L23 LCK F.RHory F.ASfu F.Pavar ICF57 

Souche 158 -- + -- + -- -- + + 
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contre ICF57 et F.PAvar. On note que la souche ACT 158 ne présente aucune activité 

antagoniste vis-à-vis des souches fongique F.RHory et F.ASfu testées par cette méthode.  

Pour les levures on note qu’il ya une apparition intéressante des zones d`inhibitions contre 

L44 et LCK et une faible ou manque de présence d`une zone d`inhibition (aucune activité 

inhibitrice) contre la levure L43 et L23. 

On constate que ces résultats, montrent aussi que l’activité antimicrobiennede souche 

d’actinomycète158 testée dépend de la méthode utilisée (Lemriss, 2003). Leszones 

d'inhibitions obtenue par la technique de double couche sont plus important par rapport 

à celle obtenue par la technique des disques de diffusion; par ailleurs la technique de double 

couche est mieux adapté pour l'étude desactivités antifongique (Gandhimathi et al., 2008) elle 

permet la diffusion desmicroorganismes ensemences en masse dans la gélose molle (Bastide 

et al ,1989). 

 

Planche 8. L'activité antifongique de souche158 des champignons filamenteux Et 

quelques levures 
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5. Caractérisation partielle des molécules actifs 

5.1 Chromatographie sur couche mince 

Après avoir effectué une chromatographie sur couche mince en utilisant les extraits bruts 

issu de l’extraction par différents systèmes BAE, EAE, AM, ME les résultats sont présentés 

dans les tableaux 15, 16, 17, 18 : 

Tableau 15 : les Rf des séparations des molécules des extraits de certaines souches par 

chromatographie utilisant le système BAE 

le système BAE :n-butanol - acide acétique -eau (3,1,1,v\v) 

souche Meilleur extrait Ré-suspendue dans Rapport frontal des 

taches 

ACT 97 methanol methanol a = 0,71 

chloroform DMSO a = 0,83 

ACT 170 butanol DMSO a = 0,95 

b = 0,70 

butanol méthanol a = 0,62  

b = 0,35 

ACT 158 éthanol DMSO a = 0,83 

b = 0,74 

c = 0, 69 

méthanol DMSO a = 0,85 

ACT 299 butanol DMSO a = 0,87 

éthanol DMSO a = 0,97 

ACT 359 hexane méthanol a = 0,23 

ACT 368 acétone méthanol a = 0,63 

b =  0, 32 

c = 0,27 

ACT 406 butanol méthanol a = 0,5 

éthanol DMSO a = 0, 86 

b = 0,75 

c = 0,59 

ACT 316 éthanol méthanol a = 0,87 

b = 0.31 

c = 0,25 

hexane méthanol a = 1 
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Tableau 16 : les Rf des séparations des molécules des extraits de certaines souches par 

chromatographie utilisant le système AM 

le système AM :acétate d'éthyle-méthanol (10/15 v\v) 

souche Meilleur extrait Ré-suspendue dans Rapport frontal des 

taches 

ACT 97 methanol methanol a= 0,3 

chloroform DMSO a= 1 

ACT 170 butanol DMSO a = 0,80  

butanol méthanol a = 0,75 

b= 0,50 

ACT 158 éthanol DMSO a = 0,25 

méthanol DMSO a = 0,71 

ACT 299 butanol DMSO a = 0,71 

éthanol DMSO a = 0,7 

ACT 359 hexane méthanol a = 0,92 

ACT 368 acétone méthanol a = 0,9 

ACT 406 butanol méthanol a = 0,71 

éthanol DMSO a = 0, 95 

b = 0, 83 

ACT 316 éthanol méthanol a = 0,87 

hexane méthanol a = 0 ,84 
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Tableau 17 : les Rf des séparations des molécules des extraits de certaines souches par 

chromatographie utilisant le système EAE 

le système EAE :éthanol - ammoniac - eau (8, 1,1v\v) 

souche Meilleur extrait Ré-suspendue dans Rapport frontal des 

taches 

ACT 97 methanol methanol a = 1 

chloroform DMSO a = 0,93 

ACT 170 butanol DMSO a = 83 

b = 79 

butanol méthanol a = 1 

ACT 158 éthanol DMSO a = 0,80 

b = 0,57 

méthanol DMSO a = 0,71 

b = 0,66 

ACT 299 butanol DMSO a = 0,57 

éthanol DMSO a = 0,66 

ACT 359 hexane méthanol a = 0,75 

ACT 368 acétone méthanol a = 1 

ACT 406 butanol méthanol a = 0,6 

éthanol DMSO a = 0,75 

ACT 316 éthanol méthanol a = 0,80 

b = 0,36 

hexane méthanol a = 1 
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Tableau 18 : les Rf des séparations des molécules des extraits de certaines souches par 

chromatographie utilisant le système ME 

le système ME :méthanole - eau (7:4 v\v) 

souche Meilleur extrait Ré-suspendue dans Rapport frontal des 

taches 

ACT 170 butanol DMSO a = 0,83 

b = 0,77 

butanol méthanol a =1  

ACT 158 éthanol DMSO a =1 

méthanol DMSO a =0,68 

ACT 299 butanol DMSO a = 1 

éthanol DMSO a = 0,87 

ACT 359 hexane méthanol a =0,93 

ACT 368 acétone méthanol a =0,95 

ACT 406 butanol méthanol a =0,75 

éthanol DMSO a =1 

b = 0,59 

ACT 316 éthanol méthanol a = 0,66 

hexane méthanol a = 1 

 

La visualisation sous UV à 245 nm des chromatogrammes des extraits bruts développés sur 

les quatre systèmes de solvants différents révèlent une bonne séparation des bandes avec les 

système BAE : n-butanol - acide acétique -eau (3,1,1, v\v) et le système AM : acétate d'éthyle-

méthanole (10/15 v\v). Ce système a permis de mettre en évidence plusieurs taches pour les 

souche ACT 158, ACT 170, ACT 406, ACT 316 et ACT 368 (figure 14). 
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Figure 14 : Chromatogramme des extraits sous lampe UV du système B.A.E 

 

Les molécules bioactives de la souche 316 extraites à l’éthanol (méthanol resuspendé au 

méthanol) présentent un caractère polaire puisqu’elles migrent dans les systèmes butanol-acide 

acétique-eau (3 :1 :1v/v) et le système AM ; acétate d’éthyle-méthanol (10 /15 v/v) et le 

système EAE ; Ethanol –ammoniac-eau (8 ;1 ;1v/v). 

Les molécules bioactives de La souche 97 extraites à Méthanol (Méthanol) présentent un 

caractère polaire puisqu’elles migrent dans les systèmes (BAE) butanol-acide acétique-eau 

(3 :1 :1v/v) et le système(EAE) et (AM) respectivement .et restent à l’emplacement du dépôt 

dans le système (ME) : méthanol, Éthanol (7 ;4 v/v). 

Les molécules bioactives de La souche 170 extraites à Butanol (Méthanol) présentent un 

caractère polaire puisqu’elles migrent dans toute les systèmes de migration respectivement à 

des rapports de (0,35 ;0,62 ;0,5 ;0,75 ;1 ;1). Pour les plaques dans lesquelles on observe une 

grande distance de migration plusieurs molécules actives peuvent apparaître. 

En basant sur les résultats obtenues de la chromatographie sur couche mince ou on a pu 

calculer les rapports frontales de chaque taches on peut déduit que les meilleurs systèmes de 

solvants qui sont donnés la plus grande séparation des molécules bioactives sont le système 

BAE : n-butanol - acide acétique -eau (3,1,1,v\v) et le système ME :méthanole - eau (7:4 v\v) 

5.2 Révélation biochimique 

Selon les résultats de la révélation biochimique par la ninhydrine et le formaldéhyde-acide 

sulfurique pour les isolats choisis on constate que : 
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La ninhydrine réagit positivement avec les taches codées ‘a’ de l’extrait de l’acétone 

resuspendue dans le méthanol le la souche ACT368 avec les deux systèmes AM et ME. Ainsi 

avec la tache ‘a’ de l’extrait hexanoique de la souche ACT 359 sur le système EAE. 

Pour la souche ACT 158 la réaction avec la ninhydrine est positive en ce qui concerne les 

taches ‘a’ et ‘b’ de l’extrait éthanoïque avec le système EAE et avec la tache ‘b’ de l’extrait 

méthanoïque avec le système EAE. Cependant la réaction et négatif avec les taches obtenues 

dans les chromatogrammes de la souche ACT 97. 

La tache ‘a’ qui correspond à l’extrait butanolique sur le système EAE est aussi positif à la 

réaction. 

Ces résultats laissent supposer que les produits obtenus de ces souches contiennent dans leur 

structure des résidus aminés. 

L’utilisation de révélateur Formaldéhyde-acide sulfurique avec les déférents extraits donne 

des résultats positifs seulement avec les taches codés ‘b’ de la souche ACT 170 avec le système 

ME et la tache ‘b’ de la même souche sur le système BAE, on peut conclu que l’extrait de cette 

souche contient dans sa structure des résidus aromatiques polycycliques. 

5.3 Bioautographies 

 

La bioautographie consiste à faire migrer les fractions par chromatographique sur couche 

mince et détecter les taches actives contre la souche cible et cela par révélation microbiologique 

(Melouah., 2015). 

La révélation microbiologique de l’extrait hexanoique ré-suspendue à DMSO de la souche 

ACT 359 avec le système AM : acétate d'éthyle-méthanol (10/15 v\v) permis de mettre en 

évidence une seule tache active contre Aspergillus avec un Rf de 0,4 (figure 15). Ces résultats 

sont comparables avec celles trouvés par bouaziz, 2017. 
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Figure 15 : la révélation microbiologique de plaque CCM (souche ACT 359). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Conclusion et perspectives  

Parmi les nombreuses propriétés des actinomycètes, leur capacité à produire une variété de 

substances intéressantes, dont les antibiotiques été largement étudiés surtout chez le genre 

Streptomyces, largement dominant dans de nombreux écosystèmes dits non rude ou extrêmes. 

L’objectif principale de notre travail est la recherche des biomolécules par des tests d’activité 

antifongique des extraits d’un groupe de Streptomyces contre différents champignons 

filamenteux et des levures. L’activité antifongique a été évaluée au moyen de la méthode de 

disques de diffusion. Nous avons également effectué un test de chromatographie sur gel de 

silice et de bioautographie pour séparer et caractériser les molécules bioactives.  

Après purification des souches les caractéristiques morphologiques et physiologiques des 

souches sont étudiés, les résultats confirment l’appartenance des isolats au genre des 

Streptomyces. 

Les résultats obtenus du test d’activité ont montré que la plupart des extraits testés présentent 

une activité contre les champignons filamenteux et les levures ciblés, les plus grandes zones 

d’inhibition sont observées avec les extraits des souches ACT170, ACT97, ACT 299, ACT359 

et ACT316 qui vont de 30mm à 46 mm, ces résultats confirment que ces souches sont des 

excellents producteurs de molécules antifongiques. 

Les résultats montrent également que parmi les différents solvants d’extraction, le butanol, 

le méthanol, l’hexane, l’acétone et le chloroforme donnent les meilleurs résultats. 

La réalisation de la bioautographie de l`extrait hexanoique re-suspendue dans le DMSO de 

la souche ACT359 avec le système AM : acétate d`ethyle-methanol (10/15v/v) a permis de 

mettre en évidence une seule tache active contre Aspergillus avec un Rf de 0.4. 

Nous pouvons conclure à l’issu de ce travail que les souches d’actinomycètes testées 

présentent une source prometteuse de biomolécules et probablement de nouvelles molécules 

antifongiques 

En perspectives, il serait nécessaire de continuer notre étude par la purification complète des 

molécules produites (en utilisant d’autres techniques chromatographiques comme l’HPLC, 

l’utilisation de plusieurs techniques spécifiques comme la spectroscopie d’absorption en 

lumière UV, la spectroscopie d’absorption en lumière IR, la spectroscopie de masse pour 

déterminer leurs structures. 
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Annexe 

Composition des milieux des cultures  

 

 

Milieu ISP1  

Tryptone ……………………………………………………………………………5g 

 Extrait de levure………………………………………………………………..…  3g  

 Agar………………………………………………………………………….……  15g  

 Eau distillée q.s.p…………………………………..………………………… 1000 ml 

 pH = 7,2 

Milieu ISP 2   

Extrait de levure…………………………………………………………………….4g    

Extrait de malt……………………………………………………………………..10g   

Glucose……………………………………………………………………………...4g   

Agar………………………………………………………………………………..20g   

H2O distiller………………………………………………………..………….1000ml   

pH : 7.2  

Milieu ISP3 

 Farine d’avoine ………………………………………………………………..….. 20 g 

 Solution saline standard …………………………………………………………..1 ml 

 Agar……………………………………………………………………..………..  20 g  

Eau distillée……………………………………………………….…………..  1000 ml  

pH=7,2  

Solution saline standard: FeSO4, 7H2O: 0,1 g ; MnC12, 4H2O: 0,1 g ; ZnSO4, 7H2O:g;  

 Eau distillée…………………………………………………………………….. 100 ml  

 

                                                                                                                            



 

 

Milieu ISP4  

Amidon ……………………………………………..……………………………..10 g 

 K2HPO4  …………………………………………………………………….…..  1 g 

 MgSO4, 7H2O  ……………………………………………………….………….. 1 g 

 NaCl ……………………………………………………………………………..   1 g 

 (NH4)2SO4   …………………………………………………………………….. 2 g 

 CaCO3  ……………………………………………………………...…………..  2 g 

 Solution saline standard …………………………………………………………1 ml  

pH=7,2  

GYEA   

Extrait de levure…………………………………………………………………...10g   

Glucose…………………………………………………………………………….10g   

Agar………………………………………………………………………………..18g   

Eau distille……………………………………………………………………..1000ml   

PH: 6,8  

ISP2 molle   

Glucose……………………………………………………………………………..4g   

Extrait de levure……………………………………………………………………4g   

Extrait de malt…………………………………………………………………….10g   

Agar……………………………………………………………………………….10g  

Eau distillée…………………………………………………………………...1000ml   

PH : 7,2  

 

 



 

 

ISP2 liquide   

Glucose……………………………………………………………………………..4g   

Extrait de levure……………………………………………………………………4g   

Extrait de malt…………………………………………………………………….10g   

Eau distillée…………………………………………………………………...1000ml   

Bennet 

Extrait de levure……………………………………………….………………… 1g 

Extrait de viande………………………………………………………….…….... 1g  

Peptone pancréatique de caséine…………………………………………………. 2g 

Glucose …………………………………………………………………………...10g  

Agar …………………………………………………………………..…………...15g  

Eau distillée…………………………………….…………..……………….. 1000 mL  

pH 7,2 

 La stérilisation s’effectuer par l’autoclave pendant 20 minutes à 100 C°  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

La composition chimique des révélateurs utilisés est données ci-dessous (Merck,1975). 

Chlorure de fer ferrique (FeCl3) : 

Révélateur des phénols et des acides hydroxamiques. 

- Solution de vaporisation:solution de FeCl3 de 1à 5% dans HCL 0,5N. 

Les taches correspondant aux phénols sont colorées en bleu- vert et celles des acides 

hydroxamiques en Rose. 

Formaldéhyde-acide sulfurique : révélateur des aromatiques polycycliques. 

-solution de vaporisation: dissoudre 0,2 ml d'une solution de formaldéhyde ( 37%) dans10 

ml de H2SO4 concentré. 

*les tache apparaissent de diverses couleurs ( brunes, blanchâtres,etc.) 

Ninhydrine: révélateur des amines,des acides aminés et des osamines. 

-Solution de vaporisation : dissoudre 0,2 g de ninhydrine dans 100 ml d'éthanol . 

*Traitement complémentaire : chauffer à 110 C°(5 a 10 min) jusqu'au développement 

optimal des taches (couleur violette ou rose). 

 

 


