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Résumé 

Le présent travail s'intéresse à l'étude de l'effet de quelques sources de carbone et d'azote sur la 

production des antibiotiques par une souche d'actinobactérie, Actinomadura sp. TAS18, isolée d'un 

sédiment prélevé de la région de Tipaza. Le but de ce travail consiste en la recherche d'un milieu de 

culture favorable à cette production. 

L'évaluation de pouvoir antagoniste de la souche TAS18 par la méthode des cylindres d'agar a 

montré que cet isolat est doté d'une activité intéressante (les diamètres d’inhibition oscillent entre 

20 et 32 mm) et variée, qui s'étend sur des champignons filamenteux, des bactéries à Gram positif et 

des bactéries à Gram négatif; témoignant ainsi de son large spectre d'action.  

La recherche d'un milieu favorable pour la production des antibiotiques a été réalisée en suivant des 

cinétiques de production en milieux de culture semi-synthétique renfermant l'extrait de levure et le 

sulfate d'ammonium comme sources d'azote et en milieu synthétique qui contient le sulfate 

d'ammonium comme seul source d'azote tout en testant différentes sources de carbone tel que le 

glucose, le saccharose, l'amidon, la dextrine et le glycérol. La production a été également menée en 

milieu complexe International Streptomyces Project 2 (contenant le glucose comme source de 

carbone et l'extrait de levure et l'extrait de malt comme sources d'azote). L’activité antimicrobienne 

a été évaluée par la méthode de diffusion des puits contre Listeria monocytogenes, Klebsiella 

pneumonia et Fusarium culmorum. Les meilleures activités ont été obtenues sur le milieu 

International Streptomyces Project 2, et les milieux semi-synthétique et synthétique supplémentés 

de glucose après 7, 3 et 4 jours d'incubation, respectivement. 

Des cultures de la souche TAS18 ont alors été réalisées en milieux semi-synthétique et en milieu 

synthétique additionnés de glucose. Les antibiotiques produits ont été extraits par différents solvants 

organiques à partir du filtrat de culture et les meilleurs solvants d'extraction (acétate d'éthyle et 

dichlorométhane) ont été déterminés par antibiographie. L'analyse par HPLC de ces extraits a 

montré la présence d'un nombre plus important de composés en milieu semi-synthétique qu'en 

milieu synthétique.  

Mots clés 

Actinomadura sp. TAS18, production d'antibiotiques, sources de carbone, sources d'azote, 

extraction, HPLC.  

 

 



Abstract 

The present work focuses on the study of the effect of some carbon and nitrogen sources on the 

antibiotics production of an Actinobacteria strain, Actinomadura sp. TAS18, isolated from a marine 

sediment of Tipaza. The aim of this work is to define the culture conditions that allow the best 

antibiotics production. 

The evaluation of the strain TAS18 antagonistic properties by the agar cylinders method showed 

that this isolate has an interesting (the inhibition diameter varied from 20 to 32 mm) and varied 

broad spectrum of activity against filamentous fungi, Gram-positive bacteria and Gram-negative. 

The search for the best culture conditions for the antibiotics production was carried out with regard 

to the production kinetics in semi-synthetic culture media containing yeast extract and ammonium 

sulphate as nitrogen sources and in a synthetic medium that contains ammonium sulphate as the 

sole source of nitrogen while testing different carbon sources such as glucose, sucrose, starch, 

dextrin and glycerol. The production was also conducted in International Streptomyces Project 2 

complex medium (containing glucose as carbon source and yeast extract and malt extract as 

nitrogen sources). The production of antibiotics was evaluated by the well diffusion method against 

Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumonia and Fusarium culmorum. The best activities were 

obtained on International Streptomyces Project 2 medium, and semi-synthetic and synthetic media 

supplemented with glucose after 7, 3 and 4 days of incubation, respectively. 

Cultures of TAS18 strain were then carried out in both semi-synthetic and synthetic media 

supplemented with glucose. The antibiotics produced were extracted by different organic solvents 

from the culture filtrate and the best extraction solvents (ethyl acetate and dichloromethane) were 

determined by antibiography. The HPLC analysis of these extracts exhibited the presence of a 

larger number of compounds in a semi-synthetic medium than in synthetic medium. 

Key words 

Actinomadura sp. TAS18, antibiotic production, carbon sources, nitrogen sources, extraction, 

HPLC 

 

 

 

 



 ملخص

یھتم العمل المقدم إلى دراسة تأثیر بعض مصادر الكربون و الآزوت على إنتاج المضادات الحیویة من طرف سلالة الأكتینوبكیتریا 

یھدف عملنا إلى البحث على وسط , المعزولة من رسوبیات البحریة لمنطقة تیبازة Actinomadura sp. TAS18و المسماة 

  .مغذي ملائم لھذا الإنتاج

 یمتد الضبط قطر (بأن ھذه السلالة تتمیز بنشاط ضدي مھم" أقراص الآجار " بطریقة  TAS18تقییم النشاط الضدي للسلالة بین 

  .یدل على النشاط الواسع ما, البكتریا موجبة و سالبة الغرام, و الذي یمس الفطریات الخیطیة, و متنوع   )ملم 32 إلى  20من

مضادات الحیویة بإتباع دراسة حركیة الإنتاج في وسط نصف اصطناعي یحتوي على تم البحث على وسط ملائم لإنتاج ال

مستخلص الخمیرة و سولفات الأمونیوم كمصدر للأزوت و في وسط اصطناعي یحتوي على سولفات الأمونیوم كمصدر للأزوت 

 ISP2كذلك في وسط مركب . ولالدكسترین و الغلیسر, النشاء,السكروز , مع اختیار مصادر مختلقة للكربون مثل للغلوكوز

قیم إنتاج المضادات ). یحتوي على الغلوكوز كمصدر للكربون و مستخلص الخمیرة و مستخلص الشعیر كمصادر للآزوت (

 Fusariumو  Klebsiella pneumonia ,monocytogenes Listeriaالحیویة بطریقة الانتشار باستعمال حفر الآجار ضد 

culmorum  ثم الحصول على أفضل النتائج قي الوسطISP2  المضاف الیھا . و الأوساط نصف الاصطناعیة و الاصطناعیة

  .أیام من الحصن غلى التوالي 4و  3, 7الغلوكوز بعد 

تم استخلاص . في الأوساط نصف الاصطناعیة في الوسط الاصطناعي المزود بالغلوكوز TS 18حضرت مزارع من السلالة 

حیث حددت أفضل المذیبات للاستخلاص . لحیویة المنتجة بمختلف المذیبات العضویة انطلاقا من رشاحة الوسط المضادات ا

)acétate d'éthyle وdichlorométhane (باستعمال طریقة بین التحلیل باستعمال ال HPLC ) الكروماتوغرافیا السائلة عالیة

  .لاصطناعي منھ في الوسط الاصطناعي وجود عدد مھم من المركبات في الوسط نصف ا) الأداء 

  الكلمات المفتاحیة

Actinomadura sp. TAS18 .استخلاص، مصادر الكربون ، مصاد الازوت، ‘ انتاج المضادات الحیویة .HPLC   
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Introduction 

 

L'arrivée des antibiotiques au début des années quarante, a transformé l'existence de l'humanité. Des 

maladies fréquentes et souvent mortelles sont devenues « bénignes », et pendant un demi-siècle, 

cette révolution fut considérée comme définitivement acquise. Cependant, la surconsommation de 

ces molécules aussi bien en santé humaine qu'animale a inévitablement entrainé l'apparition de 

souches microbiennes de plus en plus résistantes aux antibiotiques (Livermore, 2009 ; Norrby et al., 

2005). Ce phénomène de résistance ne cesse de s'accroitre et est devenu une préoccupation 

essentielle de l'humanité, ce qui justifie un besoin constant en nouvelles molécules antibiotiques. 

Ces dernières sont obtenues à partir des organismes vivants ou par synthèse chimique. 

Les antibiotiques d'origine naturelle présentent des caractéristiques prometteuses. Faiblement 

toxiques, facilement et rapidement biodégradables, ils permettent le contrôle des maladies 

infectieuses tout en évitant les problèmes liés à l'utilisation d'antibiotiques de synthèse et des autres 

produits chimiques, à savoir, leur toxicité, leur faible biodégradabilité et l'accumulation de leurs 

résidus néfastes (Clardy et al., 2006). La source la plus utilisée pour la recherche de nouvelles 

molécules bioactives est donc le milieu naturel, notamment les microorganismes (Daniel, 2004; 

Demain, 2009; Genilloud et al., 2011; Solecka et al; 2012). Les actinobactéries, en particulier celles 

provenant du sol, sont les plus grands producteurs de ces molécules (Takahashi et Omura, 2003). 

Les Streptomyces produisent plus d'antibiotiques que n'importe quel autre genre bactérien. En 

conséquence, Ils ont été fortement exploités comme source de nouveaux agents antimicrobiens. La 

probabilité d'isoler de nouvelles molécules antimicrobiennes à partir de ce genre est devenue faible 

au fil du temps. La recherche s'est donc orientée vers d'autres genres rares tels que Actinomadura, 

Actinoplanes, Microbispora, Micromonospora, Streptosporangium et Planomonospora (Jose et 

Jebakumar, 2013). 

Les habitats non explorés et sous-explorés, y compris les écosystèmes marins, sont considérés 

comme de riches sources d'actinobactéries rares, avec un potentiel énorme pour produire de 

nouveaux composés intéressants (Hong et al., 2009). En effet, comme les conditions 

environnementales de la mer sont extrêmement différentes des conditions terrestres, les 

actinobactéries marins pourraient avoir des caractéristiques différentes des actinobactéries terrestres 

et pourraient donc produire de nouveaux composés bioactifs et de nouveaux antibiotiques 

(Subramani et Aalbersberg, 2012). 

Il faut cependant ce rappelé que les antibiotiques d'origine microbienne sont des produits du 

métabolisme secondaire. Leur synthèse dépend non seulement du microorganisme producteur mais 
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aussi de la composition de milieu de culture et des conditions de culture. Ainsi, la recherche des 

conditions optimales pour la production de ces molécules est donc indispensable. 

L'objectif de ce travail est donc la recherche d'un milieu de culture permettant une bonne production 

des composés antimicrobiens par la souche TAS18 d'Actinomadura sp. 

Ce travail est présenté en trois parties: 

La première partie est réservée à une analyse bibliographique portant sur les actinobactéries en 

général et le genre Actinomadura en particulier ainsi qu'un état des lieux des connaissances 

actuelles sur les antibiotiques.  

La deuxième partie est relative à la description du matériel et des méthodes utilisés.  

Dans la troisième partie, les résultats sont présentés et discutés.  

Une conclusion générale et les perspectives qui en découlent ainsi que les références 

bibliographiques clôturent ce manuscrit. 
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1. Définition des actinobactéries 

Le terme utilisé précédemment pour désigner les actinobactéries est “actinomycètes”. Ce nom est 

dérivé du grec “aktis” (un rayon) et “mykes” (champignon) et donné à ces organismes à partir de 

l'observation initiale de leur morphologie. Les actinobactéries étaient à l'origine considérés 

comme un groupe intermédiaire entre les bactéries et les champignons mais sont reconnus 

comme des organismes procaryotes depuis la découverte de leur structure dans les années 1950 

(Wellington et Ul-Hassan, 2009; Naikpatil et Rathod, 2011). La composition chimique de leur 

paroi cellulaire est similaire à celle des bactéries gram-positives, mais en raison de leurs 

caractéristiques morphologiques (hyphes) et culturales bien développées, les actinobactéries ont 

été considérés comme un groupe bien séparé des autres bactéries courantes (Das et al., 2008) 

Les actinobactéries sont classées dans le domaine des Bacteria, phylum des Actinobacteria. 

Dans l'édition la plus récente du manuel de Bergey publiée en 2012, ce phylum est défini comme 

rassemblant les bactéries à Gram positif ayant un taux élevé en guanine + cytosine (supérieur à 

55%) et qui forme un groupe homogène sur la base des données moléculaires. 

Leur morphologie est très diversifiée allant de coccoïdes (Micrococcus) et de bâtonnets 

coccoïdes (Arthrobacter), à des formes mycéliennes fragmentées (Nocardia) en mycélium 

ramifié (par exemple Streptomyces) (Barakate et al., 2002). Les actinobactéries mycéliennes 

produisent un mycélium aérien (de nombreux genres) ou non (par exemple, Rhodococcus, 

Micromonospora et autres) et un mycélium du substrat à l'exception du genre Sporichthya dont 

le mycélium aérien est rattaché directement au substrat solide par des cellules "crampons" 

(Normand et Benson, 2012).  

2. Distribution des actinobactéries 

Historiquement, les actinobactéries étaient largement considérées comme des bactéries du sol, 

mais sont maintenant reconnues comme étant cosmopolites. On les trouve dans pratiquement 

tous les écosystèmes, avec une distribution couvrant la plus grande partie de la planète (Lewin et 

al., 2016). 

2.1. Sol 

Bien que les premières souches d'actinobactéries aient été isolées de sources humaines et 

animales respectivement par Cohn en 1875 et Nocard en 1888, c'est le sol qui en est certainement 

le réservoir le plus riche, réservoir à partir duquel ces microorganismes peuvent envahir de 

nombreux biotopes (Zaitlin et al., 2003). Les actinobactéries ont été isolés à partir de divers 
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types de sols et d'endroits tels que les zones arides, les forêts tropicales, les mines, les grottes, les 

marécages, les déserts et les savanes (Adegboye et Babalola, 2012). Les actinobactéries les plus 

dominants dans le sol sont le genre Streptomyces, bien que d'autres espèces comme Norcardia, 

Microbispora, Micromonospora, Actinomyces, Actinoplanes et Streptosporangium aient 

également été isolées du sol. Le nombre et la variété des actinobactéries présents dans tout 

échantillon de sol seraient significativement influencés par la localisation géographique, la 

température du sol, le type de sol, le pH du sol, la teneur en matière organique, les activités 

agricoles, l'aération, la disponibilité des éléments nutritifs et la végétation du sol (Arifuzzaman et 

al., 2010). 

Dans le sol, les actinobactéries jouent un rôle majeur dans le maintien de l'équilibre microbien et 

dans le renouvellement de la matière organique par biodégradation et la formation de l'humus, et 

ce, par le recyclage des nutriments associés aux polymères récalcitrants tels que la kératine, les 

lignocelluloses et la chitine (Goodfellow et Williams, 1983; George et al.,2012). Elles produisent 

des substances spécifiques telles que la géosmine et le 2-méthyl isobornéol qui sont responsable 

de l'odeur caractéristique des sols (Zaitlin et al., 2003; Zaitlin et Watson, 2006). 

2.2.  Milieu marin 

Il est prouvé que les actinobactéries forment généralement une petite fraction de la flore 

bactérienne dans les habitats marins (Chavan et al., 2013). 

L'opinion selon laquelle des actinobactéries peupleraient normalement le milieu marin est très 

controversée. Certains chercheurs considéraient les actinobactéries comme faisant partie d'une 

microflore marine indigène, tandis que d'autres les considéraient comme des composants 

lavables qui survivaient simplement dans les sédiments marins et littoraux sous forme de spores. 

Ce dernier point de vue est corroboré par le fait que le nombre d'actinobactéries dans les habitats 

marins diminue avec l'éloignement des terres (Goodfellow et Williams, 1983). Plus récemment, 

des études métagénomiques ont montré que les actinobactéries marins indigènes existent 

certainement dans les océans (Ward et Bora, 2006). Bull et al. (2005) ont constaté que les 

actinobactéries représentent habituellement jusqu'à 9% des sédiments marins.  

Les actinobactéries jouent un rôle important dans l'environnement marin. La dégradation et le 

renouvellement de divers matériaux sont des processus continus, induits par l'action de divers 

micro-organismes. Les activités cellulolytiques, protéolytiques, amylolytiques, lipolytiques, 

chitinolytiques de solubilisation des phosphates des actinobactéries marines ont été rapportées 

(Sivakumar et al., 2007).  
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2.3. Faune, flore et Homme 

La plupart des actinobactéries sont saprophytes, mais il existe des formes pathogènes capables de 

provoquer un certaine nombre de maladies chez l'Homme et l'animal (Pirouz et al., 1999). Parmi 

les actinobactéries aérobies pathogènes, le genre Nocardia revêt une importance médicale 

particulière, de même que certains genres apparentés, tels que Corynebacterium, Dietzia, 

Gordonia, Mycobacterium, Rhodococcus, Tsukamurella, etc. (Garrity et al., 2004; Van de Sande, 

2013). Le mycétome, fréquemment observé en zone tropicale, constitue un cas particulier 

d'atteinte cutanée et sous-cutanée, et peut être dû à diverses espèces d'actinobactéries (Nocardia, 

Actinomadura, Streptomyces) ainsi qu'à des champignons. Certaines mycobactéries sont la cause 

de pathologies humaines, comme Mycobacterium tuberculosis (agent de la tuberculose) ou 

Mycobacterium leprae (agent de la lèpre) ou humaine et animales (Mycobacterium bovis, agent 

de la tuberculose) (Cosivi et al., 2009; Veziris et al., 2013). Enfin, certaines actinobactéries sont 

des symbiotes de plantes (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1985). Ainsi, dans la rhizosphère, les 

actinobactéries appartenant au genre Frankia sont importantes pour de nombreux types de 

plantes. Cette bactérie est capable de fixer l'azote en formant des nodules au niveau des racines 

de certaines angiospermes, ce qui confère donc un avantage à la plante pour croître dans un sol 

pauvre en azote. Cette relation «plante actinobactérie » est appelée association actinorhizienne 

(Prescott et al., 2007). Plusieurs plantes abritent des actinobactéries qui promeuvent leur 

croissance et les protègent contre plusieurs pathogènes (Qui et al., 2009; Li et al., 2012). Peu 

d'espèces sont phytopathogènes, l'exemple le plus étudié étant Streptomyces scabies, responsable 

de la gale de la pomme de terre (Lindholm, 1997). 

3. Données sur le genre Actinomadura 

3.1. Caractéristiques du genre Actinomadura 

L'histoire du genre Actinomadura commença quand Vincent (1894) a pu isoler l'agent causal du 

pied de Madura (Manuel de Bergey, 2012). Le nom proposé était alors Streptothrix madurae. 

Cependant, cet isolat a été transféré au genre Nocardia puis au genre Streptomyces. Après 

l'application de la chimiotaxonomie, Lechevalier et Lechevalier (1970) ont proposé la création 

d'un nouveau genre “Actinomadura” avec Actinomadura madurae comme espèce type. 

L'édition de 2012 du Manuel de Bergey présente la classification du genre comme étant un 

membre de la classe des Actinobacteria faisant partie de l'ordre des Streptosporangiales et de la 

famille des Thermomonosporaceae. Actuellement ce genre comprend 85 espèces et 2 sous-

espèces décrites et validées (Euzeby, 2018). 
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Les membres de ce genre sont des actinobactéries aérobies, à Gram positifs, non-acido-alcoolo-

résistants, non mobiles qui forment des mycéliums substrats non fragmentés et largement 

ramifiés, tandis que leurs mycéliums aériens sont modérément développés ou absents. 

Cependant, lorsqu'ils sont présents, les mycéliums aériens à maturité forment des chaînes de 

spores courtes ou parfois longues, et elles peuvent être droites, incurvées ou spiralées (figure 1). 

Les spores sont ovales ou à tige courte avec des surfaces plissées, irrégulières, rugueuses, lisses, 

épineuses ou verruqueuses (Tseng et al., 2009 ; Jiao et al., 2015). 

Le genre Actinomadura est parfois considéré comme faisant partie des actinobactéries dites 

“rares” car il est présent en faible quantité, mais dans plusieurs écosystèmes (Lazzarini et al., 

2000). 

 

 

 Figure 1. Micromorphologie de trois espèces d'Actinomadura. 

1: chaînes de spores droites d'Actinomadura atramentaria (Miyadoh et al., 1987); 2: chaînes de 

spores bouclées d'Actinomadura mexicana (Quintana et al, 2003); 3: chaînes de spores spiralées 

d'Actinomadura namibiensis (Wink et al., 2003). 
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3.2. Distribution du genre Actinomadura 

Les espèces de ce genre sont isolées de sols désertiques, cultivables et de montagnes, le sol 

représente leur principal réservoir (Wink et al., 2003 ; Lee., 2012 ; Lahoum et al., 2016). Il a été 

aussi isolé de la surface d'une pierre (Lee et Lee, 2010), de sédiments marins (He et al., 2012), de 

composts (Puhl et al., 2009), de feuilles de plantes (Qin et al., 2009), de ruche de miel d'abeilles 

(Promnuan et al., 2011). D'autres ont été obtenues à partir de spécimens cliniques, comme c'est 

le cas d'A. madurae, A. latina et A. pelletieri qui sont pathogènes pour l'Homme (Ispogloua et al., 

2003). 

4. Antibiotiques 

4.1. Définition des antibiotiques 

Etymologiquement, le terme “antibiotique” est dérivé des mots grecs “anti” qui veut dire contre 

et “bios” qui signifient la vie, c'est-à-dire, “contre la vie”. Un antibiotique est une substance qui 

peut être naturelle, synthétique ou semi-synthétique inhibant ou tuant les germes pathogènes à 

faible concentration. En plus de leurs activités antimicrobiennes, les molécules bioactives sont 

parfois douées d'autres activités biologiques telles que les activités antitumorales, 

hypocholestérolémiques, inhibitrices d'enzymes, ou encore antiparasitaires, insecticides et 

herbicides, etc. (Demain, 1999; Barka et al., 2016; Mohammadipanah et Wink, 2016). 

4.2. Classification des antibiotiques 

Les antibiotiques constituent un groupe hétérogène de molécules biologiquement actives. Ils 

peuvent être classés selon plusieurs critères: la structure chimique, l'origine, le mécanisme 

d'action et le spectre d'action (Berdy et al., 1987; Bycroft, 1988; Yala et al., 2001). La 

classification la plus utilisée en recherche est celle basée sur le regroupement de ces molécules 

en grandes classes selon leur structure chimique (tableau 1). 

4.3. Spectre d'action des antibiotiques  

Les antibiotiques peuvent être actifs contre les bactéries à Gram positif et/ou les bactéries à 

Gram négatif et/ou les champignons. Ainsi, on définit trois types d'action des antibiotiques à 

(Yala et al., 2001; Stora, 2013): 

 Antibiotiques à spectre large: il s'agit des antibiotiques efficaces sur un grand nombre de 

types de germes (aminosides, chloramphénicol).  
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Tableau 1. Principaux antibiotiques et leur classification (Joffin et Leyral, 2014) 

Classes 

d'antibiotique 

Exemples 

Aminosides Streptomycine, Kanamycine, gentamicine, tobramycine, amikacine 

Antituberculeux Ethambutol, Isoniazide 

Antifongiques Amphothéricine B (= fungizone), nystatine, flurocytosine, kétoconazole 

β-lactamines Noyau de type Classe Exemples 

Pénicilline Pénams Penicilline G, 

Aminopénicillines (pénicillines A): 

ampicilline, amoxicilline… 

Carboxypénicillines (ou 

acyluréidopénicillines): pipracilline… 

Amidinopénicllines: mécillinam 

Isoxazoylpénicillines (pénicillines M): 

oxacilline 

Carbapénèmes Imipénème, ertapénème, doripénème, 

méropénème 

Oxapénèmes (= Clavams): acide clavulanique 

Céphalosporine 1er génération 

(C1G) 

Céfadroxil, céfalexine, céfazoline, 

céfalotine 

2e génération 

(C2G) 

Céfaclor, céfuroxime, céfotétan, 

céfoxitime… 

3e génération 

(C3G) 

Céfixime, céfotaxime, cefpodoxime, 

ceftazidime, certibuten, ceftriaxone, 

céfopérazone… 

4e génération 

(C4G) 

Céfépime, cefpirome,… 

5e génération 

(C5G) 

Ceftaroline… 

β-lactame seul Monobactames Aztréonam 

Fosfomycines Fosfomycine 

Glycopeptides Vancomycine, teicoplanine 

Imidazolés (5-

nitro-) 

Métronidazole 

Macrolides et 

apparentés 

Macrolides vrais Erythromycine, spiramycine, josamycine 

Lincosamides Clindamycine, lincomycine 

Streptogramines Pristinamycine, virginiamycine 

Kétolides Télithromycine 

Nitrofuranes Nitrofurantoine 

Phénicolés Chloramphénicol 

Polypeptides Colistine, bacitracine, polyxine 

Quinolones 1er génération: acide nalidixique 

2e génération (fluoroquinolones): norfloxacine, ciprofloxacine… 

Sulfamides et 

diamino-2-4-

pyrimidines 

(Sulfones) 

Sulfaméthoxazole 

Triméthoprime 

(le cortrimoxazole est l'association de ces deux molécules) 

Tetracyclines Tétracycline, minocycline, tigécycline 

Oxazolidinones Linézolide 

Lipopeptides Daptomycine 
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 Antibiotiques à spectre moyen ou limité: il s'agit des antibiotiques dont l'efficacité est 

réduite ou partielle sur un groupe de germe (pénicilline). 

 Antibiotiques à spectre étroit: il s'agit des antibiotiques efficaces sur un nombre limité de 

types de germes (vancomycine, polymexine). 

4.4. Modes d'action des antibiotiques 

Le mode d'action des antibiotiques est diversifié. Ils agissent par inhibition des réactions de 

synthèse variées en se fixant sur des sites précis ou cibles moléculaires. Ces derniers doivent être 

absentes dans les cellules de mammifères ou, si elles sont présentes, doivent différer 

suffisamment pour permettre une inhibition sélective des cibles bactériennes ou fongiques 

(Lambert, 2005). 

4.4.1. Modes d'action des antibiotiques antibactériens  

Les antibiotiques perturbent des processus biochimiques importants, ce qui entraîne l'inhibition 

de la croissance et de la division cellulaire et, dans le cas des agents bactéricides, la mort 

cellulaire (Brown et Wrigh, 2016). Ils sont regroupés en quatre catégories selon leur site 

d'activité. Ce site peut être la paroi cellulaire, la membrane cellulaire, les protéines ou les acides 

nucléiques (figure 2). 

Les antibiotiques ayant une action sur la paroi bactérienne agissent par inhibition de la synthèse 

de peptidoglycane. Ils sont généralement les β-lactamines (y compris les pénicillines, les 

carbapénèmes et les céphalosporines), les glycopeptides (la vancomycine et la téicoplanine), la 

fosfomycine et la bacitracine (Kohanski et al., 2010). 

Les antibiotiques antibactériens agissent également au niveau des membranes cellulaires, 

externes et cytoplasmiques (les polymexines) en altérant la structure membranaire conduisant à 

la formation de pores laissant échapper le contenu cellulaire (Prescott, 2002 ; Yoneyama et 

Katsumata, 2006). 

Les inhibiteurs de la synthèse protéique représentent un groupe important et varié d'antibiotiques, 

notamment les aminoglycosides, les tétracyclines, le chloramphénicol, les macrolides, l'acide 

fusidique et la mupirocine. Ils agissent au niveau des différentes étapes de la traduction 

(l'initiation, l'élongation et la terminaison) (Kohanski et al., 2010; Allison et Lambert, 2015). 

D'autres antibiotiques inhibent le métabolisme des acides nucléiques tels que les inhibiteurs de 

l'ARN polymérase (rifampicine) qui inhibe la transcription de l'ADN en ARN messager, les 
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inhibiteurs de la réplication de l'ADN (quinolones) qui se fixent sur les brins d'ADN et les 

inhibiteurs de l'acide folique nécessaire à la synthèse des acides nucléiques (sulfamides et 

triméthoprime) (Yoneyama et Katsumata, 2006; Kohanski et al., 2010;). 

 

Figure 2. Cibles majeurs des antibiotiques antibactériens (Yoneyama et Katsumata, 2006) 

4.4.1. Modes d'action des antibiotiques antifongiques 

Les substances antifongiques affectent le cycle de vie normal des champignons en causant des 

interférences métaboliques au niveau cellulaire, selon divers mécanismes: inhibition de la 

synthèse des glucanes et de la chitine, composants de la paroi cellulaire (ex: échinocandines et 

polyoxines respectivement), inhibition de la synthèse de l'ergostérol nécessaire à la formation de 

la membrane cellulaire (ex: dérivés azolés), inhibition de la synthèse des protéines (ex: 

sordarines), inhibition de la synthèse des acides nucléiques (ex: Flucytosine) et l'inhibition de la 

division cellulaire (exemple, griséofulvine) (Kathiravan et al., 2012). 

5. Rôle des actinobactéries dans la production des antibiotiques 

 Les actinobactéries ont une grande importance dans le domaine de la biotechnologie, en tant que 

producteurs d'une pléthore de métabolites secondaires bioactifs ayant de vastes applications 

industrielles, médicales et agricole (Barka et al., 2016). De nombreux antibiotiques naturels ont 

été découverts à partir de ce groupe depuis la découverte de la streptomycine par Selman 

Waksman en 1994 et plusieurs études indiquent leur production remarquable d'antibiotiques 

(Velayudham et Murugan, 2012).  
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Les antibiotiques d'origine actinobactérienne présentent une grande variété de structure 

chimique, y compris les aminoglycosides, antracyclines, β-lactamines, nucléosides, peptides, 

polyènes, actinomycines et tétracyclines (Barrios-Gonzalez et al., 2005). Selon Baltz (2007), 

certaines molécules se retrouvent à des fréquences beaucoup plus élevées que beaucoup d'autres 

antibiotiques. Par exemple, la streptothricine est retrouvée dans environ 10% des streptomycètes 

isolées au hasard dans le sol et la streptomycine dans 1% et l'actinomycine dans 0,1%, alors que 

l'érythromycine et la vancomycine se retrouvent dans environ 10 isolats du sol et la daptomycine 

seulement à une fréquence d'environ 10-7. Ainsi, La capacité de production des actinobactéries 

individuels peut également varier énormément. Certaines espèces de streptomycètes produisent 

un seul antibiotique, tandis que d'autres produisent une gamme de différents composés et classes 

de composés (Barka et al., 2016).  

Au sein de ce groupe, Le genre Streptomyces est une source importante de métabolites 

secondaires, en particulier d'antibiotiques. Les espèces de Streptomyces sont connues pour 

produire plus de 50% du total des antibiotiques microbiens connus (≥ 10 000) (Shivlata and 

Satyanarayana, 2015). Les autres genres (dont certains sont relativement rares) tels que 

Micromonospora, Saccharothrix, Actinomadura, Nocardiopsis, etc., sécrètent aussi de nombreux 

antibiotiques (plus de 2500) dont plusieurs sont importants sur le plan thérapeutique (Sarkar et 

al., 2008; Genilloud et al, 2010). 

Ces dix dernières années, le taux de découverte de nouveaux antibiotiques chez le genre 

Streptomyces a baissé (Solanki et al., 2008). Les chercheurs ont donc commencé à s'intéresser à 

d'autres genres, appelés parfois actinobactéries rares, et ce, dans l'espoir d'augmenter la 

probabilité de découverte de nouveaux antibiotiques (Lazzarini et al., 2001; Cai et al., 2009). Les 

actinobactéries rares constituent l'une des sources les plus prometteuses pour découvrir de 

nouveaux métabolites bioactifs. L'intérêt que suscitent ces bactéries dans ce domaine est surtout 

lié au fait que de nombreux antibiotiques intéressants ont été isolés de genres rares ou peu 

fréquents (Genilloud et al., 2011). 

6. Antibiotiques produits par certaines espèces d'Actinomadura 

Le genre Actinomadura est considéré comme un genre rare connu pour la production d'environ 

350 antibiotiques appartenant à différentes familles (quinolones, anthracyclines et polypeptides) 

(Tiwari et Gupta, 2012 ; Bhattacharjee et al., 2017). 
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Tableau 2. Liste de quelques antibiotiques produits par certaines espèces du genre 

Actinomadura (In Tiwari et Gupta, 2012) 

Espèce Antibiotique Classe d'antibiotique 

A. carminata Carminomycine Anthracycline 

A. hibisica Pradimicine D, E Anthracyclines 

A. kijaniata Rubeomycine B, B1 

Kijanimicine 

Aminoglycosides 

A. madurae Carbazomadurines A, B Carbazoles 

A. madurae Maduropeptines Peptides 

A. madurae Simaomicine Isoquinolines 

A. pusilla Actinotiocine Peptide 

A. roseoviolacea Akrobomycine Anthracyclines 

A. spinosa Pradimicines FS, FB Anthracyclines 

A. spiralis Pyralomicines  Benzopyranes 

A. verrucosospora Esperamicine  Aminoglycosides 

A. verrucosospora Pradinone I Anthracyclines 

 

7. Résistance aux antibiotiques 

 Pour être efficace, un antibiotique doit parvenir à se fixer sur sa cible et perturber ainsi les 

fonctions vitales du microorganisme. Ceci doit se dérouler sans que l'antibiotique ne soit détruit 

ou modifié. Si l'antibiotique ne parvient pas à se fixer sur sa cible, il devient inefficace. Ce 

phénomène est appelé résistance.  

La résistance aux antibiotiques est un phénomène universel, elle est favorisée par la pression de 

la sélection antibiotique. Elle peut être naturelle ou acquise. Cette dernière peut être obtenue soit 

par mutation chromosomique (peu fréquente: 20%), ou par transfert de plasmides conjugatifs ou 

de transposons (mécanismes les plus fréquents: 80%) (Yala et al., 2001 ; Barrial et al., 2005). 
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Les mécanismes de résistance aux antibiotiques peuvent être enzymatiques (production des 

enzymes inactivant l'antibiotiques) ou non enzymatiques (réduction de la perméabilité cellulaire 

à l'antibiotique, rejet de l'antibiotique hors de la cellule par des systèmes d'efflux, modification 

de la cible d'antibiotique) (Cavallo et al., 2004). 

8. Recherche de nouvelles molécules antibiotiques 

 Le développement de la résistance aux antibiotiques, l'émergence d'espèces microbiennes 

considérées jusqu'ici comme non pathogènes pour l'Homme et le nombre réduit d'antifongiques 

utilisables en thérapeutique, ainsi que la toxicité de certains d'entre eux, ont obligé les 

laboratoires de recherche et les industries pharmaceutiques à continuer leurs efforts afin de 

découvrir de nouvelles molécules plus efficaces et moins toxiques (Bauda et Monfort, 2004; 

Accoceberry et Noël, 2007; Jose et Jebakumar, 2013). 

Les antibiotiques sont élaborés par divers organismes vivants. Ils peuvent également être 

produits par synthèse chimique totale ou par hémisynthèse (Delaunay et al., 2003; Solecka et al., 

2012). Dans ce cas, de nouvelles molécules sont synthétisées chimiquement, ou des molécules 

existantes sont modifiées. Au début des années 2000, la plupart des antibiotiques utilisés sont des 

dérivés semi-synthétiques. Ces antibiotiques dits de deuxième ou de troisième génération sont 

produits à partir des antibiotiques naturels, par modifications chimiques qui tiennent compte des 

études de la relation structure-activité. L'objectif est d'améliorer la posologie, d'étendre le spectre 

d'activité, de lutter contre les résistances acquises des micro-organismes cibles à éradiquer 

(Delaunay et al., 2003).  

La complexité des molécules antibiotiques est telle que les méthodes purement chimiques ne 

sont pas économiquement rentables. La voie biologique reste la voie principale de synthèse de la 

plupart des antibiotiques et le milieu naturel demeure donc la source la plus probable pour 

découvrir de nouveaux antibiotiques (Solecka et al., 2012 ; Tiwari et Gupta, 2012). 

Les antibiotiques sont recherchés chez divers organismes vivants, notamment les 

microorganismes (champignons et bactéries), les plantes (nombreuses espèces) et les animaux 

(les éponges marines) (Abbas et al., 2010). Parmi les microorganismes, les actinobactéries 

constituent l'un des groupes les plus étudiés pour le dépistage de nouvelles molécules bioactives 

(Solecka et al., 2012). 
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9. Influence des conditions de culture sur la production des antibiotiques par les 

actinobactéries 

 La production des antibiotiques (métabolites secondaires) chez les actinobactéries dépend de 

l'activité enzymatique relative à la voie métabolique concernée et de la quantité de précurseurs 

disponibles. Ces deux paramètres sont sous l'influence de plusieurs facteurs nutritionnels 

(sources de carbone et d'azote, de phosphate inorganique, d'oligoéléments, etc.) et physico-

chimiques et environnementaux (pH, température, aération et vitesse d'agitation). Il ne s'agit pas 

seulement de sélectionner une souche hautement productrice, mais il est également nécessaire de 

définir les conditions de culture optimales (Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992). 

9.1. Facteurs nutritionnels 

Le milieu de culture approprié doit contenir quantitativement et qualitativement les aliments 

exigés pour favoriser la croissance de la souche et assurer une production maximale de 

l'antibiotique. Parfois, le milieu de production n'est pas nécessairement identique à celui 

permettant une bonne croissance des souches (Larpent et Sanglier, 1989). La biosynthèse des 

antibiotiques est souvent contrôlée par des mécanismes dus au métabolisme des sources de 

carbone, d'azote et de phosphate (Martin et Demain, 1980; Shimizu, 2013). Les sels minéraux 

ont également un rôle de régulation non négligeable (activation ou inhibition des enzymes de 

synthèse des antibiotiques). 

Le carbone est un élément structural des cellules microbiennes et aussi une source d'énergie. La 

disponibilité et le type de la source carbonée utilisée influencent fortement le métabolisme 

secondaire et par conséquent la production d'antibiotiques (Spizek et Tichy, 1995). La 

production spécifique de métabolites secondaires s'avère souvent meilleure avec une source de 

carbone complexe, plus difficilement métabolisable comme les polysaccharides (amidon, 

dextrines) (Lebrihi et al., 1988; Lounès et al.,1995), les oligosaccharides (fructose, galactose, 

lactose) (Basak et Majumdar, 1973) ou les huiles (méthyloléate, huile de soja) (Cortès et al., 

1986; Park et al.,1994), que sur une source de carbone rapidement assimilable telle que le 

glucose ou le glycérol et même le citrate. En revanche, le glucose peut s'avérer être la meilleure 

source de carbone pour la production d'antibiotiques. C'est le cas des dithiolopyrrolones 

produites par Saccharothrix algeriensis (Lamari, 2006). 

L'azote est indispensable pour la biosynthèse des acides aminés, des bases azotés, ainsi que d'un 

grand nombre de biomolécules essentielles. Beaucoup d'antibiotiques comptent au moins un 

atome d'azote dans leur structure. La forme sous laquelle l'azote est apporté aux cultures 



Synthèse bibliographique  

 

15 
 

productrices d'antibiotiques influe et contrôle fortement le taux de croissance et les rendements 

de production (Lebrihi et al., 1992). L'azote est apporté sous forme minérale (ions ammonium, 

nitrates ou nitrites) ou organique (acides aminés, peptides ou protéines). Les sources 

inorganiques d'azote comme les sels d'ammonium supportent une bonne croissance bactérienne 

mais entraînent une faible production en métabolites secondaires. Dans le cas de nombreux 

métabolites la production est meilleure lorsque la source d'azote est organique (Larpent-

Gourgaud et Sanglier, 1992; Spizek et Tichy, 1995). 

9.2. Inoculum 

L'inoculum se définit comme l'ensemble de la biomasse (spores, cellules, hyphes) nécessaire 

pour ensemencer un milieu de culture de production (Delaunay et al., 2003). L'importance 

(quantité) et l'âge de l'inoculum sont généralement les deux seuls paramètres considérés (Brown 

et Zainudeen, 1978). Des travaux portant sur la mise au point d'un milieu de production 

synthétique afin d'effectuer des études physiologiques ont montré la nécessité de standardiser la 

pré-culture afin de faire face à des problèmes de reproductibilité (Paquet, 1990). Les 

caractéristiques morphologiques pour les actinobactéries sont également à prendre en compte 

(Whitaker et Long, 1973). En étudiant la production de la pénicilline et la griséofulvine, Smith et 

Calam (1980) ont montré que les pelotes de mycélium denses conduisaient à de plus faibles 

diffusions de substrats que les pelotes ouvertes. 

9.3. Facteurs physico-chimiques 

L'influence des facteurs physico-chimiques (pH, température, agitation et aération) sur l'initiation 

de la biosynthèse des métabolites secondaires et l'amélioration des rendements n'est pas à 

négliger.  

Le pH joue un rôle primordial dans la production des antibiotiques. De faibles variations de pH 

peuvent avoir des effets marqués sur la productivité d'une souche. D'une manière générale, la 

production est optimale à pH légèrement basique (Larpent et Sanglier, 1989; Larpent-Gourgaud 

et Sanglier ,1992). 

La température est un facteur physicochimique qui influence profondément la croissance et la 

productivité d'une souche selon qu'il s'agit d'une souche mésophile, thermophile ou psychrophile 

(Larpent et Larpent-Gaurgaud, 1997). Les températures optimales permettant une synthèse des 

antibiotiques sont généralement plus basses que celles permettant la croissance (Larpent et 

Sanglier, 1989). 
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L'agitation agit sur la morphologie de la souche, sur la croissance et sur la production 

d'antibiotiques. En effet, l'agitation affecte l'aération et le mélange des éléments nutritifs dans le 

milieu de fermentation et par conséquent la production de métabolites secondaires. 

L'augmentation de la vitesse d'agitation provoque un accroissement des forces de cisaillement 

auxquelles vont être soumis les microorganismes filamenteux. Ces forces vont provoquer une 

fragmentation du mycélium et mènent souvent à l'apparition de structures plus compactes (Ohta 

et al., 1995; Tamura et al., 1997). La vitesse d'agitation utilisées lors des productions 

d'antibiotiques ne sont pas nécessairement les mêmes pour toutes les actinobactéries (Smaoui, 

2010). 
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I. Matériel 

1. Souche d'actinobactérie 

La souche TAS18 d'Actinomadura sp. étudiée dans notre travail provient du Laboratoire de 

Biologie des Systèmes Microbiens (LBSM) de l'Ecole Normale Supérieure (ENS) de Kouba-

Alger. Elle a été isolée par Meklat et al. (Travaux en cours) à partir d'un échantillon de sédiment 

marin prélevé de la région de Tipaza, sur le milieu « chitine-vitamines B-agar » (Hayakawa et 

Nonomura, 1987) additionné d'actidione (50 µg/mL) et d'acide nalidixique (10mg/l). La souche 

TAS18 est conservée à 4°C, sur le milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2) incliné ou 

liquide (en tubes à vis). Ce milieu est adéquat pour la croissance et la sporulation des 

actinobactéries.  

Le séquençage du gène codant pour l'ARN 16S a confirmé l'appartenance de la souche TAS18 

au genre Actinomadura. En effet, l'espèce la plus proche est A. bibisca avec une similitude de 

l'ordre de 98,89 %.  

2. Souches de microorganismes-cibles 

Les germes-cibles utilisés proviennent de la collection du LBSM et sont des représentants de 

différents types de microorganismes (bactéries à Gram positif, bactéries à Gram négatif, 

champignons filamenteux). La majorité de ces microorganismes sont pathogènes ou toxinogènes 

pour l'Homme, ou encore phytopathogènes. Ils sont conservés à 4°C par repiquage sur les 

milieux MH (bactéries et levures) et PDA (champignons filamenteux) (voir composition en 

annexe). Le tableau 3 représente l'ensemble des germes cibles utilisés. 

Tableau 3. Liste de microorganismes-cibles testés 

 Souches cibles 

Bactéries à Gram 

positif 

S. aureus 639c; Listeria monocytogenes ATCC 13932. 

Bactéries à Gram 

négatif 

Klebsiella pneumonia, Salmonella arizonae, Escherichia coli 

Champignons 

filamenteux 

Fusarium culmorum, Aspergillus carbonarius M333, Aspergillusochraceus 
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II. Méthodes  

1. Mise en évidence de l'activité antimicrobienne de la souche TAS18 d'Actinomadura 

sp. sur milieu solide 

La mise en évidence de l'activité antimicrobienne de la souche TAS18 est effectuée par la 

méthode des cylindres d'agar (Patel et Brown, 1969) vis à vis les microorganismes-cibles listés 

dans le tableau 3.  

L'actinobactérie est ensemencée en stries très serrées et d'une manière homogène à la surface du 

milieu ISP2 solide (annexe). Après 10 jours d'incubation à 30°C, des cylindres d'agar de 10 mm 

de diamètre sont découpés à l'aide d'un emporte pièce et déposés à la surface d'un milieu semi-

solide (12 g/l d'agar) préalablement ensemencé par un germe cible (Le milieu MH pour les 

bactéries et le milieu PDA pour les champignons filamenteux). Les boîtes sont placées à 4°C 

pendant 2 h, pour permettre une bonne diffusion de l'antimicrobien toute en arrêtant 

momentanément la croissance des microorganismes-cibles, puis incubées à 30°C pendant 24 h 

pour les bactéries et 48 h pour les champignons filamenteux. La lecture des résultats est réalisée 

par la mesure des zones d'inhibition (zone claire) autour des cylindres d'actinobactérie (Figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Mise en évidence de l'activité antimicrobienne de la souche TAS18 par la méthode des 

cylindres d'agar. 

(1) Culture de la souche 

TAS18 sur milieu ISP2 

solide 
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Lecture  

(3) Mesure des diamètres des zones 

d'inhibition en mm après 24 h et 48 h 

d'incubation à 30°C 
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2. Cinétiques de production des antimicrobiens de la souche TAS18 en milieux liquides  

Les cinétiques de production des antimicrobiens ont été réalisées en vue de déterminer un milieu 

de culture permettant une production maximale des antibiotiques en un temps de production 

optimale. Un protocole de cinétique est schématisé dans la figure 4. A partir d'un inoculum de la 

souche, des pré-cultures sont ensemencées. Celles-ci serviront à inoculer les milieux de 

production. Les cinétiques seront suivies pendant 8 jours (à l'exception de milieu synthétique 

additionné de dextrine lequel la cinétique a été prolongée aux 12 jours), où des prélèvements 

seront effectués toutes les 24 h pour évaluer la croissance et la production de l'activité 

antimicrobienne. Il faut noter que les cinétiques sont conduites dans les mêmes conditions à 

savoir, les volumes de l'inoculum, de pré-cultures et de cultures, les conditions de prélèvements 

et de mesures. 

2.1. Milieux de culture 

Afin d'étudier l'effet de quelques sources de carbone et d'azote sur la production des 

antimicrobiens par la souche TAS18, deux milieux de culture (liquides) ont été utilisés. Il s'agit 

de : 

 Milieu synthétique (MS) qui contient le sulfate d'ammonium comme une source d'azote 

inorganique. 

 Milieu semi-synthétique (MSS) renfermant comme sources d'azote le sulfate 

d'ammonium et l'extrait de levure (source organique). 

Pour les sources de carbone, des représentants de mono (glucose), di (saccharose) et 

polysaccharides (amidon, dextrine) ainsi que des dérivés glucidiques (glycérol) ont été testés. 

Ces glucides sont ajoutés chacun à raison de 1% (10g/L) aux milieux de culture.  

Un milieu de culture complexe ISP2 est également utilisé. La composition de ces milieux est 

donnée en annexe. 

2.2. Préparation des pré-cultures 

Les pré-cultures sont préparées dans des fioles d'Erlenmeyer de 250 ml contenants chacune 50 

ml de milieu de culture (milieu ISP2, milieux MS et MSS additionnés de différentes sources de 

carbone). Chaque fiole reçoit un inoculum de 2 carottes de 4 mm de diamètre prélevées à l'aide 

d'un emporte pièce stérile à partir des cultures de la souche TAS18 âgées de 10 jours et poussant 

sur milieu ISP2 solide (Wang et al., 2010). Ces Erlenmeyer sont ensuite incubés à 30°C dans un 



Matériel et méthodes 

 

20 
 

shaker en agitation permanente (250 rpm) pendant 4 jours. Après incubation, les pré-cultures 

sont utilisées pour inoculer les milieux de production (cultures).  

L'objectif de cette étape est l'adaptation de la souche d'actinobactérie aux conditions du milieu. 

Cette étape permet également de réduire le temps de la phase de latence et offrir des cellules en 

pleines phase de croissance; ce qui permet un bon démarrage de la production. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Schéma du protocole des cinétiques de production des antibiotiques. 
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2.3. Préparation des cultures 

Pour les cinétiques de production, des fioles d'Erlenmeyer de 500 ml contenant 100 ml de milieu 

de culture (milieu ISP2, milieux MS et MSS additionnés de différentes sources de carbone). sont 

utilisées. Chaque Erlenmeyer est ensemencé par un inoculum de 3 ml de la pré-culture 

correspondante puis incubée aux mêmes conditions de température et d'agitation que les prés-

cultures pendant une période de 8 jours (12 jours pour le milieu MS additionné de dextrine). Des 

prélèvements sont effectués aseptiquement à des intervalles de temps de 24 h pour réaliser les 

mesures de la croissance et de l'activité antimicrobienne.  

2.4. Mesure de la croissance 

La croissance cellulaire est estimée par la mesure du poids sec de la biomasse contenue dans un 

volume de culture connu. Cette mesure est effectuée selon la méthode de Pfefferle et al. (2000) 

avec quelques modifications. Pour chaque échantillon, 2 ml de culture est prélevé et mis dans un 

tube Eppendorf préalablement séché (24 h à 105°C) et taré. Le tube est ensuite centrifugé à 

12000 rpm pendant 10 min. Le culot est lavé par centrifugation à avec une solution d'HCl (0,35 

N) qui dissout le CaCO3 résiduel puis avec l'eau distillée. Par la suite, le tube est placé dans une 

étuve à 105°C durant 24 h, puis pesé (après refroidissement) pour déterminer le poids de la 

matière sèche après soustraction du poids de la tare. Le poids sec ainsi déterminé est ensuite 

rapporté au litre de volume de fermentation (exprimé en gramme de matière sèche par litre de 

milieu de culture). Les pesées sont effectuées sur une balance de précision (KERN ABJ). 

2.5. Mesure de l'activité antimicrobienne 

L'activité antimicrobienne est déterminée par la méthode de diffusion des puits (Aszalos, 1986) 

contre les germes-cibles les plus sensibles selon les résultats de l'antagonisme. Cette méthode 

consiste à ensemencer le germe cible dans un milieu semi-solide (12 g/l d'agar) maintenu en 

surfusion à 45°C (le milieu MH pour les bactéries et le milieu PDA pour les champignons 

filamenteux). Les milieux inoculés sont ensuite coulés en boite de Pétri de manière à obtenir 4 

ml de milieu par boite (soit 20 ml/boite de 90 mm de diamètre). Après solidification à une 

température ambiante, des puits (5 puits par boite) sont confectionnés à l'aide d'un emporte-pièce 

de 10 mm de diamètre.  

Un échantillon de 2 ml de surnageant de culture est prélevé stérilement dans des tubes Eppendorf 

stériles. Une aliquote de 100 µL est introduite dans chaque puits. Les boîtes sont mises 2 h à 
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4°C, puis incubées pendant 24 h à 48 h à 30°C. La lecture des résultats se fait en mesurant le 

diamètre de l'auréole d'inhibition autour du puits. 

3. Extraction des antimicrobiens 

Après sélection du meilleur milieu de culture pour la production des antibiotiques et 

détermination du jour de production optimale, on refait des cultures de production dans le milieu 

choisi. Les cultures sont arrêtées au jour de production optimale (déterminé lors des cinétiques). 

Les antibiotiques sécrétés par la souche TAS18 sont donc extraits à partir du filtrat de culture. La 

figure 5 illustre les différentes étapes suivies pour l'extraction. 

3.1. Extraction à partir du filtrat de culture 

L'extraction à partir du filtrat de culture nécessite le choix d'un solvant non miscible avec l'eau 

correspondant au mieux à la polarité des antibiotiques à extraire. Pour cela, quatre solvants de 

polarité croissante sont testés (index de polarité): le n-hexane (00), le dichlorométhane (3,1), le 

n-butanol (4) et l'acétate d'éthyle (4,4). 

Les cultures sont filtrées sur papier Wathman n°1 afin d'éliminer la masse mycélienne qui ne 

contient pas (ou très peu) de substances antimicrobiennes. Les filtrats obtenus sont répartis en 4 

fractions de 200 ml et chacun est extrait avec le même volume de solvant dans une ampoule à 

décanter (extraction liquide-liquide). Les phases organiques, séparée de la phase aqueuse, sont 

récupérées puis déshydratées par passage à travers un papier filtre (Whatman n°1) contenant 2 g 

du sulfate de sodium anhydre (entonnoir + papier filtre + 2 g de sulfate de sodium), et ce, dans le 

but d'éliminer les traces d'eau résiduelles et les contaminants hydrophiles. Les extraits bruts sont 

concentrés sous vide à 40 °C en utilisant un évaporateur rotatif (BUCHI). Le résidu sec est 

récupéré dans 2 ml de méthanol afin de le testé par antibiographie. 

3.2.  Antibiographie 

Afin de déterminer le meilleur solvant d'extraction, Les extraits organiques obtenus à partir des 

filtrats sont testés par antibiographie contre les germes cibles les plus sensibles selon les résultats 

de l'antagonisme. La méthode utilisée est celle des disques de papier. Des disques de papier de 6 

mm de diamètre sont imbibés par 100µL (pour le test antibactérien) ou 140 µL (pour le test 

antifongique) d'extrait puis séchés à froid à l'aide d'un séchoir jusqu'à l'élimination totale du 

méthanol. Les disques sont ensuite stérilisés sous UV (254 nm) durant 45 min sous hotte 

axénique avant d'être déposés stérilement à la surface des milieux MH ou PDA semi-solides, 

préalablement ensemencé par les bactéries et le champignon respectivement. Celles-ci sont mises 
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à 4 °C pendant 2 h avant d'être incubées à 30 °C. La lecture des résultats est effectuée par la 

détermination du diamètre de la zone d'inhibition autour du disque après 24 h d'incubation pour 

les bactéries et 48 h pour le champignon. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Schéma descriptif des étapes de l'extraction. 

4. Analyse par HPLC 

La chromatographie liquide à haute performance (HPLC) a été utilisée pour analyser les 
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ont été extraits le jour de production optimale déterminé lors des cinétiques par le meilleur 

solvant d'extraction. 

4.1. Appareillage 

L'HPLC a été réalisée sur un appareil de marque Agilent® Technologies, équipé d'éléments 

suivants: 

 Injecteur de type 1260 HTS relié à une boucle d'injection de 100 µL  

 Passeur de type automatique 1260 Infinity  

 Système de pompe quaternaire 1260 VL (capacité 600 bars et 4 solvants)  

 Détecteur UV-visible: dual bande type Waters 2487 Détecteur DAD 1260 Infinity  

 Dégazeur standard 1260 Infinity 

 Une colonne à phase inverse, de type ZORBAX SB-C18 (5 µm, 9,4 x 250 mm), avec sa 

pré-colonne Waters XBridge C18 (5 µm, 10 x 10 mm)  

 Logiciel de pilotage, d'acquisition et d'intégration des données: ChemStation for LC 3D 

systems, version B. 04. 03 [16] (Agilent® Technologies). 

4.2. Conditions expérimentales 

L'extrait obtenu après une extraction par le meilleur solvant est analysé par HPLC. Les 

conditions d'analyse ont été déterminées comme suit:  

La phase mobile est constituée d'un mélange d'eau bidistillée et de méthanol pour HPLC (éluant) 

préalablement filtrée et dégazée. Le mélange de la phase mobile eau/ méthanol évolue tout au 

long du programme d'élution selon un gradient continu, linéaire, allant de 20 à 100% de 

méthanol dans l'eau bidistillée pendant 50 min. Le débit de l'éluant est de 1 ml/min et la 

détection se fait à 220 nm. 

Avant l'injection de l'échantillon, la colonne (phase stationnaire) est conditionnée et équilibrée 

(conditions initiales) pendant 10 min. L'extraits est dissout dans 1 ml de méthanol, ultrafiltré à 

l'aide d'un filtre de 0,2 μm de porosité puis introduit dans l'injecteur de l'HPLC à raison de 80 μl 

par injection. 
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I. Résultats 

1. Evaluation de l'activité antagoniste de la souche TAS18 d'Actinomadura sp. sur 

milieu solide 

La souche TAS18 d'Actinomadura sp. a été testée pour son pouvoir antimicrobien par la méthode 

des cylindres d'agar sur le milieu ISP2. Ce test c'est porté sur divers germes cibles comprenant 

des bactéries à Gram positif, des bactéries à Gram négatif et des champignons filamenteux. Les 

résultats sont illustrés par la figure 6. 

 

Figure 6. Activité antagoniste de la souche TAS18. 

Lm : Listeria monocytogenes ATCC 13932;; Sa 639c: Staphylococcus aureus 639 c; Ec: Escherichia 

coli; Kp2: Klebsiella pneumonia; Sz: Salmonella arizonae; Ac: Aspergillus carbonarius M333;; Ao: 

Aspergillus ochraceus; Fc: Fusarium culmorum. 

 

Les résultats obtenus montrent que la souche TAS18 présente une activité antagoniste variée et 

intéressante. En effet, elle est importante contre les champignons filamenteux où les valeurs 

d'inhibition varient de 25 jusqu'à 32 mm. La meilleure activité antifongique est obtenue contre 

Fusarium culmorum. L'activité est également bonne contre les bactéries à Gram positif, les zones 

d'inhibition oscillent entre 20 et 32 mm. Listeria monocytogenes ATCC 13932 et Staphylococcus 

aureus 639c étant les plus sensibles. Quant aux bactéries à Gram négatif, la souche s'est montrée 

active contre Escherichia coli, et Klebsiella pneumonia (26 à 30 mm) cependant, Salmonella 

arizonae est révélée résistante.  
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2. Cinétiques de production des antimicrobiens en milieux liquides 

2.1. Cinétique de production en milieu ISP2 

Le milieu ISP2 est un milieu complexe à base de glucose, d'extrait de levure et d'extrait de malt. 

Il a permis d'avoir une croissance et une production d'antibiotiques assez importante. Les 

résultats de cinétiques des activités antimicrobiennes et de croissance de la souche TAS18 sont 

illustrés par la figure 7. 

La courbe de croissance est caractérisée par deux périodes distinctes, la première période s'étale 

entre le 1er et le 5ème jour où la croissance est relativement faible alors que durant la deuxième 

période (J5 - J8) une forte croissance est observée.  

Dans ce milieu de production, les activités antibactériennes et antifongique sont assez fortes et 

apparaissent entre le 4ème et le 5ème jour avec un maximum au 7ème jour. La production maximale 

a eu lieu dans la phase exponentielle de croissance. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Cinétiques de production des substances antimicrobiennes et de croissance de la 

souche TAS18 d'Actinomadura sp. cultivée dans le milieu ISP2. 

2.2. Cinétique de production en milieu semi-synthétique 

La croissance de la souche TAS18 sur le milieu MSS est relativement faible, la biomasse 

maximale est obtenue sur le milieu additionné de glucose (3,35 g/l). En effet, dans l'ensemble 

des milieux semi-synthétiques testés on distingue deux grandes étapes, une première qui se 
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caractérise par un accroissement rapide (phases d'accélération et exponentielle confondues) et 

une deuxième étape marquée par une diminution de la croissance (phase de déclin). Les résultats 

de la cinétique de croissance et des activités antimicrobiennes sont illustrés par les figures 8 et 9. 

L'activité antibactérienne débute plus rapidement (2ème jours) en présence de sucres non 

complexes (glucose et saccharose) qu'en présence de sucres plus complexes (3ème et 4ème jours). 

Les maxima de production sont globalement obtenus entre le 3ème et le 4ème jour. Alors que 

l'activité antifongique commence plus tardivement (3ème et 4ème jours) pour la majorité des sucres 

testés à l'exception du glucose (2ème jour) et atteint son maximum entre le 4ème et le 5ème jour.  

Parmi toutes les variantes de sucres testées en milieu semi-synthétique, le glucose s'est montré 

favorable pour la production des antibiotiques aussi bien de point de vue de la rapidité de la 

production que l'intensité de l'activité. 

Nous notons également que la production des antibiotiques a commencée dans la phase de déclin 

dans tous les milieux testés. 

 

Figure 8. Activité antibactérienne de la souche TAS18 d'Actinomadura sp., cultivée dans le 

milieu semi-synthétique additionné de glucose, contre Listeria monocytogenes par la méthode de 

diffusion des puits. 
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Figure 9. Cinétiques de production des substances antimicrobiennes et de croissance de la 

souche TAS18 d'Actinomadura sp. cultivée dans le milieu semi-synthétique avec différentes 

sources de carbone. 
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2.3. Cinétiques de production en milieu synthétique 

Le suivi de la production des antimicrobiens sur le milieu synthétique supplémenté de différents 

sucres (figures 10 et 11) a montré que seul le glucose et la dextrine ont permis d'obtenir des 

activités relativement intéressantes avec une nette rapidité dans la production en présence de 

glucose. En effet, l'activité antimicrobienne commence le 2ème jour en présence de glucose et 

atteint le maximum entre le 4ème et le 5ème jour alors qu'elle n'est décelée qu'à partir de 7ème jour 

en présence de dextrine avec un maximum entre le 10ème et le 11ème jour.  

En ce qui concerne la croissance de la souche TAS18, dans l'ensemble des milieux synthétiques 

testés on distingue également deux grandes étapes, une première qui se caractérise par des phases 

d'accélération et exponentielle confondues et une deuxième étape marquée par une diminution de 

la croissance (phase de déclin). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Activité antimicrobienne de la souche TAS18 d'Actinomadura sp., cultivée dans le 

milieu synthétique additionné de glucose, contre Listeria monocytogenes par la méthode de 

diffusion des puits. 
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Figure 11. Cinétiques de production des substances antimicrobiennes et de croissance de la 

souche TAS18 d'Actinomadura sp. cultivée dans le milieu synthétique avec différentes sources 

de carbone. 
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3. Extraction des antimicrobiens 

Nous avons retenus pour la suite de notre étude les milieux MS-glucose et MSS-glucose vus la 

rapidité de l'obtention des maxima de production des antimicrobiens et la non disponibilité des 

composants du milieu ISP2. 

Les activités sont extraites à partir du filtrat de culture au moment où la production 

d'antimicrobiens a été maximale (le 3ème et le 4ème jour pour les milieux MSS et MS 

respectivement). Les résultats de l'extraction des antibiotiques à activité antimicrobienne par les 

quatre solvants sont consignés dans le tableau 4. 

Tableau 4. Activités antimicrobiennes des extraits organiques des filtrats de culture de la souche 

TAS18 

 

Milieux 

d'extraction 

Solvants 

d'extraction 

Diamètre d'inhibition des microorganismes-cibles (en mm) 

Listeria monocytogenes 

ATCC 13932 

Klebsiella 

pneumonia 

Fusarium 

culmorum 

MSS-Glucose Acétate d'étthyle 27 42 - 

n-Butanol 30 60 - 

Dichlorométhane 15 36 - 

n-hexane - - - 

MS-Glucose Acétate d'étthyle 11 8 - 

n-Butanol 17 10 - 

Dichlorométhane 21 21 - 

n-hexane - - - 

Le diamètre des disques de papiers (6 mm) est compris dans la mesure des activités. - : absence 

d'activité 

 

Pour les deux milieux, l'activité antibactérienne est détectée dans les phases organiques des 

extraits au n-butanol, à l'acétate d'éthyle et au dichlorométhane, mais pas dans celle au n-hexane 

(figure 12). 

En ce qui concerne le milieu MSS additionné de glucose les résultats ont montré que les trois 

solvants extraient l'activité contre Klebsiella pneumoniae et Listeria monocytogenes ATCC 

13932, avec de meilleurs résultats pour le n-butanol et l'acétate d'éthyle, et à un degré moindre, 

le dichlorométhane. 
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En ce qui concerne le milieu MS additionné de glucose, les résultats (Tableau 4) montrent que le 

meilleur solvant d'extraction de l'activité antibiotique est le dichlorométhane (21 mm contre Lm 

et 20 mm contre Kp2).  

 

 

Figure 12. Activité antibactérienne des différents extraits de la phase organiques à partir des 

milieux synthétique et semi-synthétique additionnés de glucose contre Klebsiella pneumoniae (à 

droite) et Listeria monocytogenes (à gauche) 

A: Acétate d'éthyle, B: n-Butanol, D: Dichlorométhane, H: n-hexane 

 

4. Analyse par HPLC 

L'analyse par HPLC n'a été réalisée que pour les extraits au dichlorométhane et l'acétate d'éthyle 

obtenus à partir des cultures de la souche TAS18 poussant sur le milieu MS-glucose et le milieu 

MSS-glucose, respectivement. Les précèdent travaux effectués au laboratoire LBSM ont toujours 

montré que le n-butanol extrait beaucoup d'impuretés, et suite à ça, les analyses par HPLC n'ont 

pas été faites pour cet extrait malgré qu'il a donné de meilleurs résultats pour le milieu MSS-

glucose. Les extraits analysés sont concentrés à sec à l'évaporateur rotatif, récupérés dans un 

minimum de méthanol. Le volume récupéré est filtré puis injecté à l'HPLC. La phase mobile 

utilisée est un gradient méthanol-eau bidistillée (20-100%) pendant 50 min avec une détection 

UV se fait à 220 nm. Après l'écoulement du temps mort, des pics sont matérialisés sur le 

chromatogramme. Les profils sont illustrés par la figure 14 (pour l'extrait de milieu MSS-

glucose) et la figure 15 (pour l'extrait du milieu MS-glucose). 

Le profil correspondant à l'extrait de milieu MSS-glucose est très chargé et les pics ont un temps 

de rétention très proche entre eux ainsi que nous pouvons observer des pics majoritaires et des 

pics minoritaires. On note également la présence des complexes hydrophiles et hydrophobes. 

Cependant, l'extrait de milieu MS-glucose est moins chargé contenant des composés 

A 
H 

D B 

A 
H 

B D 

MSS-Glucose MS-Glucose 
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hydrophobes en majorité. Donc, les extraits ont présenté des profils différents. Par ailleurs, une 

ressemblance entre les 2 profils d'élution est observée entre 40 et 50 minutes.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Profil d'élution en HPLC de l'extrait à l'acétate d'éthyle de la souche TAS18 

d'Actinomadura cultivée pendant 3 jours à 30°C et 250 rpm sur le milieu semi-synthétique 

additionné de glucose  

 

 

 

 

 

Figure 14. Profil d'élution en HPLC de l'extrait au dichlorométhane de la souche TAS18 

d'Actinomadura cultivée pendant 4 jours à 30°C et 250 rpm sur milieu synthétique additionné de 

glucose. 
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II. Discussions 

La souche TAS18 étudiée possède des potentialités inhibitrices importantes contre les différents 

groupes microbiens, ce qui démontre son large spectre d'action. Cette souche a surtout inhibée 

les champignons filamenteux et les bactéries à Gram positif et à un degré moindre les bactéries à 

Gram négatif, ce qui concorde avec les résultats obtenus par d'autres chercheurs (Badji, 2006; 

Lahoum, 2017).  

Plusieurs espèces appartenant aux genres Actinomadura sont connues par leur importance dans 

la production des antifongiques comme l'ont déjà signalé, Lahoum et al. (2016), Paudel et al. 

(2016) et Bunyapaiboonsri et al. (2017). Dans notre cas, la souche TAS18 d'Actinomadura sp. 

s'est montrée active contre tout les champignons testés avec une grande activité obtenue contre 

Fusaruim colmorum un champignon pathogène des céréales mais aussi toxinogène, très 

largement répandu sur les culture céréalières, particulièrement difficile à combattre lors 

d'infestation en plein champs et dont la production de toxines sur les grains contaminés est 

susceptible d'entrer dans la chaîne alimentaire en engendrant un risque sanitaire avéré. 

Les bactéries à Gram positif se sont montrées très sensibles contrairement aux bactéries à Gram 

négatif dont certaines se sont montrées très résistantes. La plus grande résistance des bactéries à 

Gram négatif par rapport aux bactéries à Gram positif est un phénomène connu (Prescott et al., 

2002). Les premières possèdent une enveloppe cellulaire sujette à de nombreux mécanismes de 

résistance vis-à-vis de plusieurs antibiotiques (Gupta et al., 2011). Chez ce groupe de bactéries, 

l'enveloppe comprend la membrane externe, le périplasme et la membrane cytoplasmique; la 

perméabilité des deux membranes joue un rôle majeur dans la sensibilité. Elle peut en effet 

moduler la diffusion de l'antibiotique lors de son entrée, et réguler aussi son expulsion. Les 

porines situées dans la membrane externe et les pompes d'efflux sont parmi les voies principales 

de ce transport (Pagés et Garnotel, 2003). 

De bonnes activités ont été obtenues contre Listeria monocytogenes ATCC 13932, 

Staphylococcus aureus ATCC43300 et Klebsiella pneumonia donc la souche TAS18 peut 

constituer une source prometteuse de composés antibactériens contre ces germes qui sont 

impliquées dans plusieurs pathologies et dont certaines connaissent l'émergence de souches 

résistantes aux antibiotiques. 

Les cinétiques de croissance et de production des antimicrobiens ont été menées sur milieu 

complexe ISP2, milieu synthétique et milieu semi-synthétique. Pour ces deux derniers milieux, 

cinq sources de carbones ont été testées. 
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Concernant la cinétique de croissance, nous notons certains points communs dans les différents 

milieux de culture, comme par exemple, l'absence d'une phase de latence. Cette phase est connue 

pour correspondre au temps d'adaptation des microorganismes aux nouvelles conditions de 

culture ainsi qu'à l'âge de l'inoculum. Elle est observée surtout lorsque l'inoculation est réalisée 

avec des spores ou des précultures âgées ou préparées dans des conditions différentes. L'absence 

de cette phase est donc expliquée par le fait que nos précultures soient menées dans les mêmes 

conditions que les cultures (même milieu) et qu'elles soient prises en phase exponentielle de 

croissance (précultures fraîches de quatre jours de croissance). La croissance est également 

caractérisée par l'absence de la phase stationnaire, c'est le cas de nombreuses souches 

d'actinobactéries tels que Actinomadura (Badji et al., 2007), Streptosporangium (Boudjella et al., 

2007), Sacharothrix (Boubetra et al., 2013) et Streptomyces (Aouich et al., 2014). 

L'autre point commun est celui de la production des antimicrobiens au cours de la phase 

exponentielle. Contrairement à ce phénomène, la production des métabolites secondaires par les 

microorganismes a lieu généralement durant les phases de ralentissement et stationnaire. 

Cependant, dans le cas des actinobactéries, le moment de production est variable: il peut avoir 

lieu en phases exponentielle, stationnaire ou de déclin (Zitouni, 2005; Badji, 2006).  

Le milieu ISP2 s'est avéré très favorable pour la croissance ainsi que la production des 

antimicrobiens par la souche TAS18. Le même résultat est obtenu par de nombreux chercheurs 

(Zitouni, 2005; Badji, 2006; Lamari, 2006; Boudjella, 2007; Toumatia, 2015; Lahoum, 2017). 

Ceci pourrait s'expliquer par le fait que ce milieu est riche en nutriments et fournit des facteurs 

de croissance et des composants qui jouent un rôle éventuel en tant que précurseurs 

d'antibiotiques. 

Les résultats de cinétique révèlent que la croissance et la biosynthèse des antibiotiques peut être 

considérablement influencée par la composition de milieu de culture. Plusieurs travaux 

rapportent l'influence des sources de carbone et d'azote sur la production d'antibiotiques 

(Aharonowitz et Demain, 1978; Aharonowitz et Demain, 1979; Aharonowitz, 1980; Demain, 

1982; Lebrihi et al., 1988;   Khaoua et al., 1991). 

Pour les cinétiques en milieu MS et MSS, le glucose s'est révélé la meilleure source de carbone. 

Ces résultats sont parfaitement en accord avec ceux obtenus par Lamari (2006) lors de l'étude de 

la production des antibiotiques par Sacharothrix algeriensis, ainsi que ce de Arasu et al. (2014) 

lors de l'étude des activités antimicrobiennes par les souches ERI-1, ERI-3, ERI-26 de 

Streptomyces. Nos résultats corrèlent aussi avec ceux obtenus par El- Mehalawy et al. 
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(2005) lors de la production des antifongiques par Streptomyces lydicus, S. ederensis, S. 

erumpens et S. antimycoticus. En revanche, d'autres travaux indiquent que le glucose exerce une 

action négative sur la biosynthèse des antibiotiques. Il diminue la production de l'oléandomycine 

(Vilches et al., 1990), de la spiramycine (Lounes et al., 1996), de la nystatine (Jonsbu et al., 

2002), de l'avilamycine (Zhu et al., 2007) et de la néomycine (Vastrad et al., 2011). Dans ces 

cas, le glucose réprime la biosynthèse des antibiotiques en inhibant les enzymes impliquées. Par 

exemple, le glucose a un effet négatif sur l'action de phénoxazinone synthétase et N-acétyl 

kanamycine amidohydrolase, deux enzymes impliquées dans les voies de biosynthèse de 

l'actinomycine et de la kanamycine, respectivement (Galo et al., 1972; Satoh et al., 1976). Cet 

effet est dépendant de la dose puisque plusieurs auteurs ont constaté que les fortes concentrations 

de glucose ou d'autres sources carbonées rapidement catabolisables sont généralement 

défavorables à la production (Martin et Demain, 1980; Demain et al., 1983). 

Dans notre cas, il semblerait que le glucose n'exerce pas d'effet répressif sur la production de 

molécules antimicrobiens par la souche TAS18 à la concentration de 10 g/l. Cependant il faut 

noter que la production des antibiotiques en milieu ISP2 contenant 4g de glucose est meilleur 

qu'en milieu MSS qui en contient 10g. 

Par ailleurs, nos résultats montrent que des activités antimicrobiennes moins importantes qu'avec 

le glucose, mais qui restent appréciables, ont été obtenues avec l'amidon, le glycérol et le 

saccharose sur milieu semi-synthétique et avec la dextrine dans le milieu synthétique. Des 

travaux ultérieurs ont montré que les sucres su-cités peuvent favoriser la production des 

antibiotiques ou l'inverse, la réprimer, cela dépend des souches étudiées (patrimoine génétique 

différent). 

Par exemple une étude sur la production des antibiotiques par Saccharotrix albidoflavus C247 

(Islam et al., 2009) a fait ressortir le saccharose comme meilleur source de carbone. D'autre part 

les faibles diamètres obtenus avec le saccharose sont en accord avec ceux d'Ababutain et al. 

(2013) ; Arasu et al. (2014), qui rapportent que les plus faibles productions des activités 

antimicrobiennes ont été obtenues avec le saccharose. 

L'activité antimicrobienne est meilleure sur les milieux ISP2 (contenant l'extrait de levure 

comme sources d'azote) et MSS-glucose (contenant le sulfate d'ammonium et l'extrait de levure 

comme sources d'azote) que sur le milieu MS-glucose (contenant le sulfate d'ammonium comme 

seule source d'azote). La production moindre des antimicrobiens dans le milieu MS pourrait être 

expliquée par le manque de l'extrait de levure qui jouerait un rôle déterminant dans la synthèse 

des antimicrobiens. L'extrait de levure, de part de sa composition, constitue une source d'azote 
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riche et diversifiée très utilisée pour la production des antibiotiques (Isshiki et al., 1989; 

Takeuchi et al., 1992; Kinoshita et al., 1999; Vertesy et al., 2001; Lamari et al., 2002 ; Pandey et 

al., 2005 ; Gao et al.,2009). Cependant, le résultat obtenu sur le milieu MS-glucose est aussi 

intéressant, surtout de point de vue économique. En industrie pharmaceutique et en 

biotechnologie, l'utilisation de composés peu couteux est recherchée préférentiellement dans la 

préparation des milieux de fermentation et dans un but de production. 

Les maxima de production des antimicrobiens sont obtenus après 3 jours (milieu MS-Glucose), 4 

(milieu MS-Glucose) et 7 jours d'incubation (milieu ISP2). Ce sont des temps moyens puisque le 

maximum de production des antibiotiques en milieu liquide chez les actinobactéries, varie de 3 

jours à 2 semaines. Nous pouvons citer comme exemples celui des arylomycines (produites par 

une souche de Streptomyces) qui est de 3 jours d'incubation (Schimana et al., 2002) et celui de la 

pradimicine S (produit par une souche d'Actinomadura) qui est de 12 jours (Saitoh et al., 1993). 

De façon générale, on peut dire qu'à l'instar des études cinétiques, les milieux ISP2, MSS-

glucose et MS-glucose sont des milieux favorables pour la production des antimicrobiens par la 

souche TAS18.  

Le choix du meilleur solvant d'extraction de l'activité antibiotique repose sur deux paramètres:  

 Le solvant doit extraire une bonne activité antimicrobienne.  

 Le solvant doit extraire le moins d'impuretés possibles, comme c'est le cas pour le 

dichlorométhane et l'acétate d'éthyle (connu pour cette propriété) comme l'ont souligné Zitouni 

(2005) et Lamari (2006), contrairement au n-butanol (Badji, 2006), et ce, pour faciliter le 

processus de purification par HPLC. De ce fait, l'acétate d'éthyle et le dichlorométhane ont été 

retenu comme solvants d'extraction du filtrat de culture pour les milieux MSS et MS 

supplémenté de glucose respectivement, même si son pouvoir d'extraction est légèrement 

moindre que celui de n-butanol. 

Après antibiographie, nous constatons que les quatres extraits organiques obtenus avec les 

différents solvants utilisés ne possèdent aucune activité antifongique. Ceci indique que ces 

solvants n'extraient pas les antifongiques produits par la souche TAS18. Ainsi, l'absence de cette 

activité au niveau des phases organiques atteste de la nature très hydrophile des antifongiques 

produits par la soucheTAS18. En effet, même le n-butanol, solvant pourtant connu pour extraire 

de nombreux composés à polarité moyenne (Zitouni, 2005; Badji, 2006), n'a permis aucune 

extraction de composés antibiotique produits par cette souche. 

L'analyse par HPLC des extraits de la souche TAS18 d'Actinomadura sp. poussant sur les 

milieux MSS-glucose et MS-glucose a révélée la présence de plusieurs pics. Ces pics peuvent 
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correspondre à plusieurs antibiotiques. En effet, plusieurs espèces d'actinobactéries appartenant à 

des genres différents sont capables de sécréter de nombreux antibiotiques: une quinzaine ou plus 

chez Saccharothrix sp. SA103 (Zitouni, 2005) et Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 

(Lamari, 2006), plus d'une trentaine chez Nonomuraea sp. (Badji, 2006), au minimum quatre 

chez Streptomyces sp. AA1 (Toumatia, 2010) et trois chez Streptomyces sp. GB1 (Driche, 2010). 

D'autres souches ne produisent qu'un seul composé antibactérien, comme Saccharothrix sp. 

PAL54 et PAL42 (Aouiche, 2011). En revanche, ces pics peuvent être inactifs, seul le test 

d'antibiographiles des molécules purifiées par HPLC peut nous renseigner sur le nombre 

d'antibiotique produit par la souche TAS18. 

 



39 
 

Conclusion et perspectives 

 

La production d'un antibiotique en quantité appréciable exige l'utilisation de méthodes 

d'amélioration de la production. L'une d'elles consiste en la recherche des conditions de culture 

favorables à cette amélioration. Dans cette optique, notre contribution a porté sur l'étude de la 

production d'antibiotiques par la souche TAS18 d'Actinomadura sp. Nous nous sommes donc 

intéressés aux facteurs nutritionnels influençant cette production, à savoir les sources de carbone 

et d'azote.  

Nous avons déterminé l'activité antimicrobienne de la souche TAS18 sur milieu ISP2 solide par 

la méthode des cylindres d'agar ce qui nous a permis de sélectionner parmi les germes cibles les 

plus sensibles Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumonia et Fusarium culmorum pour la 

suite de notre étude. 

L'étude des cinétiques de production des antibiotiques de la souche TAS18 sur différents milieux 

nous ont permis d'obtenir le milieu ISP2 ainsi que les milieux semi-synthétique (MSS) et 

synthétique (MS) additionnés de glucose comme étant les meilleurs milieux de production après 

des temps d'incubations différents allant de 3 à 7 jours.  

La suite de notre travail a été effectué sur les milieux MSS et MS, qui donne des résultats 

appréciables après 3 à 4 jours d'incubation uniquement. L'activité antibiotique de la souche 

TAS18 cultivée sur ces milieux a été efficacement extraite par l'acétate d'éthyle pour le milieu 

MSS et le dichlorométhane pour le milieu MS. L'analyse par HPLC de ces extraits a montrée la 

présence de plusieurs composés dans le milieu semi-synthétique par rapport au milieu 

synthétique.  

A la fin de ce travail, nous pouvant retenir le milieu semi-synthétique contenant le sulfate 

d'ammonuim et l'extrait de levure comme sources d'azote et le glucose comme source de carbone 

comme milieu favorable à la production des antibiotiques pour la souche TAS18 

d'Actinomadura. 

Notre travail ne représente qu'une étude préliminaire de la production d'antibiotiques par la 

souche TAS18 d'Actinomadura sp. Les perspectives qui en découlent sont nombreuses. Il serait 

donc intéressant pour la suite de ce travail : 

 De produire des antibiotiques en testant différents combinaisons des paramètres culturaux 

principaux définies (sources de carbones et d'azote) par une approche de statistique 
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expérimentale de plan d'expérience et une analyse de model quadratique (méthode de 

réponse de surface), 

 De tester d'autres sources nutritionnelles telles que les oligoéléments, le phosphate et le 

potassium, 

 De purifier des antibiotiques produits par la souche TAS18 et la détermination de leur 

structure chimique, 

 De déterminer des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des antibiotiques purifiés. 
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Annexe 

 

Les milieux de culture 

 

1. Milieu Mueller-Hinton   

 Extrait de viande 3g ; 

 Hydrolysat de caséine 17,5g ; 

 Amidon 1,5g ; 

 Agar 12g ; 

 Eau distillée 1000 mL ; 

 pH 7,4. 

 

 

2. Milieu ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966) 

 Glucose 4g ; 

 Extrait de levure 4g ; 

 Extrait de malt 10g ; 

 Agar 18 g ; 

 Eau distillée 1000 mL ; 

 pH 7,4. 

 

3. Milieu MS (Bouras et al., 2006) 

 (NH4)2SO4 2g; 

 NaCl 2 g ; 

 KH2PO4  0,5 g; 

 K2HPO41 g ; 

 MgSO4, 7H2O 0 ,2 g; 

 CaCO3 2g ; 

 Eau distillée 1000 ml ; 

 pH 7. 
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4. Milieu MSS (Bouras et al., 2006) 

 (NH4)2SO4 2g 

 NaCl 2 g ; 

 KH2PO4  0,5 g; 

 K2HPO41 g ; 

 MgSO4, 7H2O 0 ,2 g; 

 CaCO3 2g ; 

 Extrait de levure 2g ; 

 Eau distillée 1000 ml ; 

 pH 7. 

 

5. Milieu PDA (Rapilly, 1968) 

 Filtrat de pomme de terre: 500 ml (le filtrat est préparé en mettant à bouillir 200 à 250 g de 

pomme de terre épluchée dans 500 ml d‘eau distillée); 

 glucose: 20 g;  

 agar: 20 g;  

 eau distillée: 500 ml;  

 pH 6,5.  
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