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Résumé 

La biodiversité et la recherches de nouvelles espèces d’actinobacteries en milieu marin ainsi 

que leur potentiel antagoniste ont été étudiés dans 6 échantillons provenant de 3 différentes cotes de 

l’Algérie: Cherchelle, Gouraya et Tipaza. Au totale, 19 souches d’actinobacteries marines ont été 

isolés en utilisant le milieu chitine-vitamines agar (Ch-V) additionné des agents sélectifs: un 

antifongique (Actidione 50 mg L
-1

) et certain antibiotiques (Acide nalidixique 10 mg L
-1

 et pénicilline 

25 mg L
-1

).  Tout le prélèvement analysé contient  des actinobactéries et tous les milieux testés ont 

permis l’isolement d’un nombre variable de souches. 

La taxonomie et la diversité de la population d’actinobacteries isolées ont été évaluées en se 

basant sur des études morphologiques. Les résultats ont montré une certaine diversité dans la 

communauté des actinobacteries au niveau des prélèvements côtière étudiés. Les souches ont été 

affiliées à quatre genres fréquents à peu fréquents: Streptomyce (68, 42% du totale), Nocardiopsis/ 

Saccharothrix (26, 32%) et Rhodococcus (5, 26 %). 

Le pouvoir antagoniste des 19 souches isolées a été évalué contre plusieurs germes-cibles sur le 

milieu ISP 2 solide par la méthode des cylindres d’agar. 16 se sont montrées actives contre au moins 

un germe-cible. En revanche, 3 souches n’ont présenté aucune activité. L'activité antimicrobienne est 

estimée à 100% chez les Nocardiopsis/ Saccharothrix suivis de 84,6% chez Streptomyces. Cependant, 

l’unique isolat de Rhodococcus (TB1) n’a montré aucune activité. Cette étude a révélée qu’une souche 

(TA4) possède une forte activité contre deux bactéries à Gram positif (Staphylococcus aureus 639c 

résistante à la méticilline et Bacillus subtilis ATCC 6633) sur le milieu ISP 2 et moins importante sur 

20 autres milieux synthétiques contenant des sources de carbones divers. Une approche polyphasique: 

morphologique, physiologique et moléculaire (séquençage de du gene codant pour l’ARNr 16S) avec 

une étude phylogénétique approfondie) lui a été consacrée, cette dernière a rapproché cette souche des 

espèces de Streptomyces olivaceus et S. pactum avec un pourcentage de similarité égale à 99,79 %.  

La production d’antibiotiques de la souche TA4 a été effectuée dans le milieu ISP 2 liquide 

pendant 10 jours. La cinétique de la production de des molécules bioactives  est suivie 

quotidiennement contre Staphylococcus aureus 639c résistante à la méticilline par la méthode de 

diffusion des puits, elle a montré que l’incubation pendant 5 jours donne une meilleure activité. Ce 

résultat a été confirmé par une deuxième cinétique par la méthode de diffusion de disque de papiers 

imbibés par les extraits à l’acétate d’éthyle et au dichlorométhane. La deuxième cinétique montre aussi 

que la plus grande activité antibactérienne a été obtenue avec l’extrait à l’acétate d’éthyle. L’analyse 

par HPLC de cet extrait montre la présence de deux composés hydrophobes et le spectre UV-visible 

montre qu’ils sont de nature aromatique ou hétérocyclique.                                                                        

Mot clés: Biotope marin, actinobacteries, taxonomie, Streptomyces, activité antibactérienne. 



Abstract 

The biodiversity and the search for new species of actinobacteria in marine 

environment and thus their antagonistic potentiel was studied in 6 samples collected from 3 

different shores of Algeria: Cherchelle (Tizirine), Gouraya (bois sacré) et Tipaza (port de 

Tipaza). In total, 19 marine actinobacterial strains were isolated using chitin -vitamin agar 

(Ch -V) medium supplemented with selective agents: an antifungal (actidione 50 mg L
-1

) and 

certain antibiotics (Nalidixic acid 10 mg L
-1 

and penicillin 25 mg L
-1

).  

All the analyzed sample contain actinobacteria and all the tested media permitted the isolation 

of a variable number of strains. 

The taxonomy and the biodiversity of the isolated population of actinobacteria were 

evaluated based on some morphological studies. The results showed a certain diversity in the 

actinobacterial community in the studied coastal samples. The strains were identified in four 

common to slightly frequent genera: Streptomyces (68,42% du totale), 

Nocardiopsis/Saccharothrix (26, 32%) et Rhodococcus (5, 26 %). 

The antagonistic potential of 19 strains was evaluated against several target 

microorganisms on a semi-solid ISP2 medium by agar-cylinder plate method. 16 were active 

against at least one target microorganism.In contrast, 3 strains showed no activity.The 

antimicrobial activity is estimated at 100 % in Nocardiopsis/Saccharothrix followed by 

84.6% in Streptomyces.However, the single isolate of Rhodococcus(TB1) showed no 

activity.This study revealed that a strain (TA4) has a high activity against two Gram-positive 

bacteria (Staphylococcus aureus resistant to methicillin 639c and Bacillus subtilis ATCC 

6633) on the ISP2 medium and a less important one on 20 other synthetic media containing 

various carbonsources. A polyphasic approach: morphological, physiological and molecular 

(sequencing of the gene coding for ribosomal 16S RNA with a detailed phylogenetic study) 

was dedicated to it, the latter has approximated this strain to the species Streptomyces 

olivaceusandStreptomycespactum with a percentage similarity of 99.79 %. 

Antibiotic production of strain TA4 was carried out in liquid ISP2 medium for 10 

days.The kinetic of the production of bioactive molecules was surveyed daily 

againstStaphylococcus aureus resistant to methicillin 639c by agar diffusion method; it 

showed that incubation for 5 days gives a better activity. This result was confirmed by a 

second kinetic by paper disk diffusion method soaked by ethyl acetate and 

dichloromethaneextracts.The second kinetic also shows that the greatest antibacterial activity 

was obtained with the ethyl acetate extract. HPLC analysis of this extract shows the presence 

of two hydrophobic compounds and the UV-visible spectrum shows that they are aromatic or 

heterocyclic in nature. 

Keywords: marine biotope, actinobacteria, taxonomy, Streptomyces, antibacterial activity 
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 ملخص

 

رى يٍ خلال ْزا انعًم دساعخ انزُٕع انجٕٛنٕخٙ  ٔانجحث عٍ إَٔاع  أصٛهخ يٍ الأكزُٕٛثكزٛشٚب فٙ ٔعظ ثحش٘ ٔكزا لذسرٓب 

 .ڨٕساٚب  ٔرٛجبصح  ،شششبل شٕاطئ  خضائشٚخ: 3عُٛبد يٍ  6يٍ خلال رحهٛم  انزضبدٚخ

غبس يضبف إنّٛ عٕايم اَزمبئٛخ: يضبد آ─ فٛزبيٍٛ─ كزٍٛانجحشٚخ ثبعزعًبل انٕعظ علانخ يٍ الأكزُٕٛثكزٛشٚب  19عضل ث لًُب

. يهغ/ل( 25انجُغٛهٍٛ  ٔ /ليهغ10يهغ/ل( ٔكزا ثعض انًضبداد انحٕٛٚخ ) حًض انُبنٛذكغٛك  50نهفطشٚبد )الأكزٛذٌٕٚ 

م ٔعظ كم انعُٛبد انزٙ خضعذ نهزحهٛم كبَذ رحزٕ٘ عهٗ الأكزُٕٛثكزٛشٚب يًب عًح ثعضل عذد يزغٛش يٍ انغلالاد يٍ ك

  خضع نلاخزجبس.

. أثجزذ  انُزبئح ثعض انذساعخ انزصُٛفٛخ ٔكزا رُٕع عشٛشح الأكزُٕٛثكزٛشٚب انًعضٔنخ رى ثبلإعزًبد عهٗ انذساعخ انًٕسفٕنٕخٛخ

 انغلالاد انًعضٔنخ إنٗ أسثعخ أخُبط شبئعخ إنٗ َغجذالأكزُٕٛثكزٛشٚب عهٗ يغزٕٖ انعُٛبد انًذسٔعخ.  يدزًعانزُٕع فٙ 

 ٔ %Nocardiopsis/ Saccharothrix (26,32 )ٔ  (يٍ انًدًٕع % 38,42) Streptomyce: الإَزشبس لهٛهخ

Rhodococcus (5,26 .)%  

ثطشٚمخ  ISP 2انٕعظ صهت  انًعضٔنخ ضذ عذح خشاثٛى يغزٓذفخ عهٗ 19رًذ دساعخ انمذسح انزضبدٚخ نهغلالاد انـ

علالاد نى  3عهٗ انعكظ يٍ رنك، ٔ .عهٗ الألم خشثٕو يغزٓذف ٔاحذ  فعبنٛزٓب ضذعلانخ  16أثجزذ أعطٕاَبد اٜغبس. 

 رجذ أ٘ َشبط يضبد نهًٛكشٔثبد.

 Streptomyces% عُذ  Nocardiopsis/ Saccharothrix ٔ84,6 % عُذ  100لذس انُشبط انًضبد نهًٛكشٔثبد ثـ  

 (TA4)أثجزذ ْزِ انذساعخ أٌ انغلانخ   نى رجذ أ٘ فعبنٛخ. Rhodococcus (TB1) ثًُٛب انعضنخ انٕحٛذح انًُزًٛخ إنٗ اندُظ

 انًمبٔيخ نهًٛزٛغهٍٛ ٔ Staphylococcus aureus 639cغشاو يٕخت )راد رًهك فعبنٛخ  لٕٚخ ضذ اثٍُٛ يٍ انجكزٛشٚب  

(Bacillus subtilis ATCC 6633   ْٔزا عهٗ انٕعظISP 2  ٗٔعطب اصطُبعٛب يحزٕٚخ عهٗ  20ٔألم اًْٛخ عه

رى رخصٛص ْزِ انغلانخ ثذساعخ رصُٛفٛخ يزعذدح انًشاحم: يٕسفٕنٕخٛخ ٔفٛضٕٚنٕخٛخ ٔخضٚئٛخ  بدس كشثٌٕ يخزهفخ.يص

 أثجذ أٌيًب  .(نلاَزغبة انٕساثٙ ٔدساعخ يعًمخ S16انشٚجٕصٔيٙ  ARN)رحذٚذ رغهغم انُكهٕٛرٛذاد نهًٕسثخ انًشفشح نـ 

ثُغجخ رًبثم ٔساثٙ لذسد ثـ  Streptomyces olivaceus  ٔStreptomyces pactum زِ انغلانخ لشٚجخ يٍ انُٕعٍْٛ

99,79 % . 

حٛث رى رزجع حشكٛخ  أٚبو 10غبئم نًذح ان ISP 2فٙ انٕعظ  TA4رى رحمٛك إَزبج انًضبداد انحٕٛٚخ يٍ طشف انغلانخ 

ثبعزعًبل رمُٛخ انًمبٔيخ نهًٛزٛغهٍٛ  Staphylococcus aureus 639cإَزبج اندضٚئبد انفعبنخ ٕٚيٛب ْٔزا ضذ 

diffusion des puits  ٚبو يٍ انزحضٍٛ. أكذد ْزِ انُزبئح أيًب أثجذ أٌ الإَزبج الأيثم نهدضٚئبد انفعبنخ ٚكٌٕ ثعذ خًغخ

 acétate d’éthyleانـ  انًشجعخ ثًغزخهص   de diffusion de disque de papiers ثطشٚمخ يٍ خلال حشكٛخ ثبَٛخ

 acétateأثجزذ ْزِ انحشكٛخ أٚضب أٌ أكجش َشبط يضبد نهجكزٛشٚب ٚكٌٕ ثٕاعطخ يغزخهص  انـ  .dichlorométhane انـٔ

d’éthyle. 

 ثبلأشعخ انطٛفٙ انفحص فبئمخ انزدهٛخ ٔخٕد يشكجٍٛ كبسٍْٛ نهًبء أيب انغبئهخ انكشٔيبرٕغشفٛب ثزمُٛخ انزحهٛم َزبئح أٔضحذ 

 عخ عطشٚخ أٔ يزغبٚش انحهمبد.ٛيٍ طجٔانًشئٛخ  فأثجذ أٌ ْزٍٚ انًشكجٍٛ  انجُفغدٛخ فٕق

 َشبط يضبد نهجكزٛشٚب.، Streptomyces رصُٛف،أكزُٕٛثكزٛشٚب، ،  ٔعظ ثحش٘ الكلمات المفتاحية:
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Introduction 

Les actinobacteries sont très recherchés en biotechnologie à cause de leur rôle important dans la 

production des composés bioactifs. Ce groupe de bactéries a fourni un nombre considérable d’enzymes 

utilisées dans les industries, de composés antitumoraux, d’agents immunosuppressifs, d’insecticides, 

d’antiparasites, d’herbicides, d’antioxidants et surtout d’antibiotiques (Solanki et al., 2008), et 

continue toujours à être une source précieuse de ces molécules dont un nombre appréciable a trouvé 

une application thérapeutique et pharmaceutique. 

Leur diversité de colonisation, leur adaptation, leurs résistances à certaines conditions hostiles 

ainsi que leur importance dans divers secteurs font que ces microorganismes (bacteries) sont l’objet de 

nombreuses études (Loucif, 2006) 

L’actinobactériologie marine est devenu récemment l’un des principaux domaines de recherche 

émergents dans le monde entier (Sivakumar et al., 2007). Les actinobactéries marines se produisent sur 

les sédiments et dans l'eau et également sur d'autres biomasses et substrats. Cependant, il n'a pas 

encore été résolu si ces micro-organismes font partie de la communauté autochtone microbienne 

marine, originaire de terre comme habitat ou ils sont simplement portés à la mer sous forme de spores 

résistantes (Larpent et Sanglier, 1989; Goodfellow et Haynes, 1984; Bull et al., 2000). Leur avantage 

sont assurés par la diversité de biotope marin qui a exercé une force motrice sur la sélection des 

bactéries menant à des nouvelle stratégies d’adaptation et à la synthèse de nouveaux bio-métabolite 

actifs (Jensen et Fenical 1996; De Carvalho et Pedro 2010).  

 

La recherche sur la biodiversité des actinobactéries marine est non seulement importante pour 

leur exploitation (composés bioactif commercialisés, agents anti-tumoraux et enzymes d'intérêt 

industriel), mais également nécessaire pour les études de base (taxonomie et perspectives écologiques) 

(Takizawa et al., 1993; Mincer et al., 2002; Stach et al., 2003 

 

Le choix de biotope marin comme foyer de recherche est basé sur les résultats intéressants 

obtenus par plusieurs chercheurs, ces travaux ont montré la richesse et la diversité de ce biotope en 

actinobacteries, qui parfois dépassent les autres groupes de microorganismes en densité (Walker and 

Colwell, 1975; Barcina et al., 1987; Goodfellow and Haynes, 1984; Helmke and Weyland, 1984; 

Pisano et al., 1986, 1989; Jensen et al., 1991). Peu d'études ont été dirigées spécifiquement au 

actinobacteries marins, mais les preuves disponibles confirment une grande diversité taxonomique et 

distributions à travers les habitats marins (Weyland, 1969; Goodfellow et Haynes, 1984; Colquhoun et 

al., 1998a; Takizawa et al., 1993). En outre, le temps de changements dans la composition de la 
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population microbienne peut également se produire, souvent très rapidement et peut être induite par le 

biotope et/ou conduit par des forces extérieures (Bull, 2004). Une telle variabilité temporelle a 

également été décrite par Barcina et al. (1987), Zheng et al. (2000) et Jensen et al. (2005). 

Récemment, il ya eu une augmentation de données sur l’isolement des actinobacteries à partir de 

milieu marin dans la littérature notons ceux de Paul et al (2005), Yingjian et al (2009), Luis et al 

(2004), Harald et al (2007), mais il n’y a pas assez de travaux effectués sur l’isolement, l’identification 

des actinobactéries marins en Algérie à l’exception des recherches réalisées par Boucheffa (2011) et 

Djinni (2014). L’ensemble de ces  travaux  ont suggéré que ces habitats peuvent être utiles pour 

l'isolement d’un nombre indéfini d’actinobactéries à potentiel important pour la production de 

nouveaux produits utiles. 

Dans ce contexte nous avons choisi six sites dans trois régions en Algérie pour isoler des 

actinobactéries, déterminer le pouvoir antagoniste des souches isolées et pour sélectionner une souche 

afin d’étudier ses antibiotiques. 

 

Ce travail est présenté en trois parties: 

La première partie est réservée à une revue bibliographique portant sur les actinobacteries en 

général et les actinobacteries marines en particulier. Nous avons présenté leur écologie, leur 

importance et leur taxonomie, ainsi que leur pouvoir antagoniste en se focalisant 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. Ils concernent l’isolement des 

actinobacteries marins et l’étude taxonomique des souches obtenues à travers des études 

morphologiques. Une étude taxonomique approfondie (morphologique, physiologiques et moléculaire) 

a concerné une nouvelle souche. Les souches ont également fait l’objet d’une étude de leur pouvoir 

antagoniste par la mise en évidence de leur activité antibiotique contres des germes-cibles. Les 

antibiotiques de la souche la plus intéressante du point de vue activité et originalité ont été caractérisés 

partiellement. 
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I. DEFENITION DES ACTINOBACTERIES 

Les actinobacteries ont souvent été confondus avec les champignons du fait de leur morphologie 

filamenteuse (présence de filament ramifiés, sporulation) (Reponen et al., 1998), ainsi que de l’allure 

mycosique des maladies que certains provoquent (Gazenko et al., 1998). Toutefois, leurs propriétés 

chimiques, physiologiques, immunologiques les rangent sans ambigüité parmi les procaryotes (Becker 

et al., 1965; Lechevalier et Lechevalier, 1981). Ainsi, leur paroi cellulaire ne renferme ni chitine ni 

cellulose mais du peptidoglycane, et leur cytologie est celle des bactéries. Ces caractères s’ajoutent à 

d’autres comme la sensibilité à des macrophages et à des antibactériens, qui confirment le bien-fondé 

de la classification définitive des actinobacteries parmi les bactéries (Larpent, 1989; Mariat et Sebald, 

1990)  

Les différentes éditions du Manuel de Bergey ont apporté des définitions actualisées des 

actinobacteries avec des données fournies par des travaux récents par rapport à l’époque de chaque 

édition. Dans l’édition de 2012 de ce manuel, la classe des Actinobacteria est définie comme 

regroupant des bactéries à Gram positif ayant un taux élevé en guanine + cytosine (GC%): supérieur à 

55%, haut coefficient de Chargaff généralement compris entre 60 et 75%, la plupart étant mycélienne 

et qui forme un groupe homogène sur la base des données de la biologie moléculaire (séquençage de 

l’ADN ribosomique 16S, hybridation ADN-ADN).  

II. HISTORIQUE DES ACTINOBACTERIES  

L’histoire des actinobacteries peut être divisée en 4 grandes périodes: 

1. La première période (1877-1890): a été nommée « période médicale » du fait que l’intérêt 

porté à ces microorganismes était dû presque exclusivement aux propriétés pathogènes qu’on leur 

attribuait (Baldacci, 1962). 

2. La seconde période (1900-1940): se rapporte à la mise en évidence et à l’étude des 

actinobacteries du sol, avec les travaux de Waksman (1919), Lieske(1921) et Krassinikov (1938). Elle 

couvre la découverte des conditions saprophytiques d’habitat des actinobacteries et les premières 

tentatives pour distinguer deux groupes: les pathogènes et les saprophytes (Mariat et Sebald, 1990) 

3. La troisième période (à partir de 1940): est celle de la découverte des antibiotiques 

produits par les actinobacteries. Le nom de Waksman lui est indiscutablement lié avec la découverte, 

en 1944, de la streptomycine produite par Streptomyces griseus (Le minor, 1989; Sanglier et Trujillo, 

1997). Elle peut être définie encore comme une période de développement de critères morphologiques 

et biochimiques pour la classification des actinobacteries, en parallèle avec la meilleure 

compréhension de la physiologie de ces bactéries et de leur intérêt pour la production de métabolites 
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secondaires et leur potentialité de biodégradation des composés organiques. Cette période est 

caractérisée par  un accroissement brusque du nombre d’espèces décrites (Baldacci, 1962). 

4. La quatrième période (depuis 1960): l’essor des méthodes de génétique, initiées par 

Hopwood (Hopwood, 1973; Chater, 1999). Puis de génomique (Hopwood, 2003), a révolutionné la 

classification des espèces (Ventura, 2007). Enfin les méthodes de découverte de métabolites 

secondaires et d’exploration du potentiel biotechnologique de ces microorganismes (Donadio, 2002). 

III. ECOLOGIE ET DISTRIBUTION DANS LA NATURE  

1. Ecologie des actinobacteries  

Les actinobacteries sont des microorganismes ubiquitaires que l’on rencontre sur tous les 

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

Williams et al., 1984). Ils constituent une part importante de la microflore tellurique: 10 à 20% ou 

parfois plus (Dommergues et Mangenot, 1970; Ishizawa et Araragi, 1976). 

Le genre Streptomyces est celui qui prédomine généralement dans les sols et divers autres substrats. Il 

représente 80 à 95% du total des actinobacteries (Lacey, 1973; Elwan et al., 1985). Après 

Streptomyces, les genres les plus fréquents sont Nocardia et Micromonospora (Dommergues et 

Mangenot, 1970). Les autres genres ne constituent qu’une fraction minime et sont parfois peu 

fréquents ou même assez rares. 

La plupart des actinobacteries sont saprophytes mais quelques une peuvent être pathogènes ou 

symbiotes des plantes et des animaux (Suzuki et al., 1994). En générale, les actinobacteries sont des 

hétérotrophes, mais plusieurs espèces sont aussi chimio-autotrophe (Ensign et al., 1993). 

Physiologiquement, il est possible de distinguer les formes aérobies qui sont de très loin les plus 

nombreuses, et des types anaérobies trouvés primitivement chez les animaux et l’homme. Les 

actinobacteries préfèrent un pH neutre ou peu alcalin, ils sont généralement mésophiles, d’autres sont 

thermophiles tolérants des températures avoisinant les 50°C et peuvent aller jusqu’à 60°C (Omura, 

1992). 

 

2. Distribution dans la nature 

Les actinobacteries sont largement répandus dans le monde. Leur nombre dépend de nombreux 

facteurs, dont la nature et l’abondance de la matière organique, la profondeur, le pH, l’aération et 

l’humidité (Theilleux, 1993).  
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2.1. Le sol 

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

nombreux biotopes. De nombreuses actinobacteries sont saprophytes et participent à la fertilisation des 

terres agricoles, à la dégradation de la matière organique et à la formation de l’humus, tout comme les 

champignons (Holzapfel et al., 2002; Natalia et Manucharova et al., 2006). Les actinobacteries du sol 

sont surtout présents en surface, entre 0 et 2 m de profondeur. Ils produisent des substances spécifiques 

telles que la géosmine et le 2-méthyl isobornéol qui sont responsable de l’odeur caractéristique des 

sols (Omura, 1992; Zaitlin et al., 2003; Zaitlin et Watson, 2006). Leurs proportions par rapport aux 

autres microorganismes oscillent entre 10 et 50 %, le rapport microorganisme totaux/ actinobacteries, 

diminue au fur et à mesure que la profondeur augmente (Waksman, 1967). 

Les actinobacteries sont retrouvés dans les sols polaires gelés en permanence tout comme dans 

des sols désertiques chauds et secs, les sols hautement contaminés par des métaux lourds, les sols 

pollués par les hydrocarbures et les grottes naturelles (Moncheva et al., 2002).  

 

2.2. Le milieu marin 

Les actinobacteries ont été également isolées à partir de nombreux environnements aquatiques: 

eau de mer et de sédiments marins (Jensen et al., 1991; Ghanem et al., 2000). Certaines souches ont 

été retrouvées dans des environnements marins (Imada et al., 2007) dans des sédiments situés à plus de 

4000 m de profondeur, même a partir d’eau douce (Kitouni et al., 2005). D’autres souches sont 

présentes dans les fonds fluviaux ou lacustres et même a partir d’eau issue de marécages salés et les 

lacs extrêmement alcalins (Al-Zarban et al., 2002; Boughachiche et al., 2005). 

  La colonisation normale du milieu marin est un point controversé. Selon les uns, il existerait 

une flore d’actinobacteries spécifique aux sédiments marins caractérisée par sa barotolérance, son 

halophilie et une température optimale faible. Selon d’autres, les actinobacteries isolés de ces milieux 

correspondraient à des souches terricoles adaptées à la salinité marine (Larpent et Sanglier, 1989). 

 

 2.3. La faune et l’homme  

En pathologie humaine, plusieurs genres sont responsables d’infections ou d’actinomycoses. 

Certaines espèces du genre Actinomyces semblent avoir un rôle dans le développement des caries 

dentaires (Sarkonen et al., 2000). Parmi les actinobacteries aérobies pathogènes, le genre Nocardia 

revêt une importance médicale particulière et comprend aussi, plusieurs espèces responsables de 

pathologies chez les animaux et chez l’Homme à l’exemple de Nocardia asteroides, responsable de la 

nocardiose humaine (Zhang et al., 2003). D’autres espèces tels que Mycobacterium tuberculosis et 

Mycobacterium leprae , agents de la tuberculose et de la lèpre. Malgré le nombre important d’espèces 
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de Streptomyces, seulement trois d’entre elles sont habituellement citées en pathologie humaine: S. 

paragauyensis, S. griseus et S. somaliensis (Borelli et Middelveen, 1986). La place de pathogène 

opportuniste des Streptomyces tend à se préciser devant le nombre croissant d’infections systémiques 

rapportées dans la littérature (péritonite, péricardite chronique, septicémie, abcès du cerveau, 

endocardite, surinfection de plaie et pneumonie) (Aouar, 2006). 

 

2.4. La flore 

 

Certains actinobacteries sont des symbiotes de plantes (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1985). 

Le genre Frankia vit en association avec de nombreux arbres tels que Casuarina et forme des nodules 

racinaires où l’azote gazeux est fixé (Lechevalier, 1981). Cette bactérie fixatrice d’azote (capable 

d’utiliser l’azote atmosphérique comme seule source d’azote) forme des nodules au niveau des racines 

des angiospermes, et confère donc un avantage à la plante pour croitre en sol pauvre en azote.   

Plusieurs souches et espèces d’actinobacteries appartenant aux genres Streptomyces, Nocardia, 

Amycolatopsis, Micromonospora, Microbispora, etc., ont été décrites comme endophytes et ayant un 

effet PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) et certaines sécrètent des phytohormones comme 

l’acide 3-indol-acétique (AIA) et la gibbérelline (Solans et al., 2011). 

Des exemples d’espèces endophytiques et phytopathogènes ont été répertoriées, les exemples les 

plus étudié sont Streptomyces scabies, Streptomyces acidiscabies et Streptomyces turgiscabies, 

responsables de la gale de la pomme de terre (Lindholm, 1997; Coombs et Franco, 2003) 

 

IV. IMPORTANCE DES ACTINOBACTERIES MARINES  

Si quelques espèces d’actinobacteries sont pathogènes, la majorité est cependant très utile. Leur 

hétérogénéité métabolique et leur diversité écologique assez exceptionnelles font d’eux des 

producteurs potentiels de nombreuses molécules à propriétés très diverses et intéressantes dans 

plusieurs domaines (médical, vétérinaire, et industriel) (Peczynska-Czoch et Mordarski, 1988; Sanglier 

et al., 1993). 

1. Rôle des actinobactéries dans le milieu marin 

Les actinobactéries ont un rôle important dans l'environnement marin. La dégradation et la 

transformation de divers matériaux dans cet environnement est un processus continu par l'action d'une 

variété des microorganismes incluant les actinobacteries. Il y a une discusion que l’augmentation ou la 

diminution des enzymes particulière produite par ces microorganismes peut indiquer la concentration 

du substrat naturel et les conditions de l'environnement (Das, 2006). 
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Les actinobacteries sont également signalés pour contribuer à la décomposition et le recyclage 

des composés organiques (Weyland, 1969) et même à la dégradation des polymères complexes 

(polysaccharides, chitine, lignocelluloses), des mycotoxines et de bien d’autres substrats. 

 

2. Antibiotiques et autres molécules bioactives  

Les actinobacteries sont des producteurs de nombreux composés bioactifs. Cependant, ils sont 

surtout réputés pour la production d’antibiotiques (Räty et al.,2002; Takahashi et Omura, 2003; 

Solanki et al 2008). Ces molécules bioactives, sont réputés pour des utilisations thérapeutiques 

(thérapie humaine et vétérinaire), industrielles et commerciales (l'industrie pharmaceutique) (Solanki 

et al., 2008). 

 

2.1. Les antibiotiques  

Les actinobactéries marines constituent une importante source de nouveaux composés bioactifs 

(Colwell et Hill, 1992) car les conditions environnementales de la mer sont extrêmement différente des 

conditions terrestres, ils produisent différents types des antibiotiques dont plusieurs ont été isolés par 

de nombreux chercheurs, polyketide contre Staphylococcus aureus résistante à la méticilline (Sujatha 

et al., 2005 ), Bioxalomycins (Bernan et al., 1994), pluramycin (Biabani et al., 1997), Parimycin 

(Maskey et al., 2002), Himalomycin A et B, fridamycin (Maskey et al., 2003), Diazepinomicin 

(Charan et al., 2004), Chinikomycins A and B (Li et al ., 2005), Sporolides A et B 

(macrolides) (Buchanan et al ., 2005). Ces molécules sont entièrement nouvelles et uniques par rapport 

à celles qui sont produites par des actinobactéries provenant de milieu terrestre (Meiying et Zhicheng , 

1998) 

Depuis la découverte de l'actinomycine, de nombreuses études ont été réalisés, plusieurs genres 

ont été découverts mais le genre Streptomyces d'origine marine a été plus fréquemment enregistré, 

approximativement, plus de deux tiers des milliers d'antibiotiques et autres molécules bioactives 

naturels ont été isolés principalement par ce genre (Omura,1992) 

Les dernières recherches ont basés sur l’étude et l’exploitation des actinobactéries rares tels 

qu’Actinomadura, Actinoplanes, Amycolatopsis, Dactylosporangium, Kibdelosporangium, 

Microbispora, Micromonospora, Planobispora, Streptosporangium et Planomonospora car ces 

derniers ont prouvé leurs potentiels de production de nouveaux antibiotiques. (Lazzarini et al., 2000). 

  

2.2. Les mélanines 

Les mélanines ou mélanoïdes sont des pigments sombres, naturels et complexes, largement 

présents chez les animaux et les plantes. Divers microorganismes y compris les actinobactéries 
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marines synthétisent et excrètent les mélanines qui sont considérés comme des critères utiles pour leurs 

études taxonomiques (Zonova, 1965; Arai et Mikami, 1972). 

Ils ont plusieurs fonctions biologiques, y compris photoprotection, thermorégulation, protection 

contre les radicaux libres, des chélateurs de cations, et des antibiotiques, ils ont des propriétés 

antioxydantes et radio protectrices qui peuvent protéger efficacement les organismes du rayonnement 

ultraviolet pour cela ils sont fréquemment utilisées en médecine, pharmacologie et préparations 

cosmétiques (Dastager, 2006). 

La fonction des mélanines dans les microorganismes est supposée être associée avec la 

protection contre les stresses environnementaux. Par exemple, les bactéries produisant les mélanines 

sont plus résistantes aux antibiotiques (Butler et Day, 1998; Lin et al, 2005) 

 

2.3. Les enzymes 

Les actinobactéries marines sont capables de catalyser diverses bio-réactions chimiques (Das, 

2006). Différentes enzymes commerciales ont également été obtenues à partir de ces microorganismes: 

L-glutaminase (Sivakumar et al., 2006), α galactosidase (Anisha et Prema , 2006; Kundu et al., 2006) 

amylase, la cellulase (Murugan et al., 2007; Sahu et al., 2007), protéase et la L-asparaginase (Sahu et 

al., 2007a; Sahu et al., 2007b).  

 

2.4. Les composés anticancéreux 

Divers groupes d’actinobactéries marines sont connues pour la production de différents 

composés anticancéreux. Plusieurs types de composés cytotoxiques ont été signalés et produits par des 

actinobactéries marines: Lorneamides A et B (Capon et al., 2000), trioxacarcins (Maskey et al ., 2004), 

caprolactones (Stritzke et al., 2004), glycosylmannosyl-glycerolipide (Lang et al ., 2004), 

metacycloprodigiosine et undecyprodigiosine (Liu et al., 2005), Lajollamycin, nitro-tetraene spiro-

beta-lactone-gamma-lactam (Manam et al., 2005), terpenoid chloro-dihydroquinones (Soria-Mercado 

et al., 2005), Streptokordine (Jeong et al., 2006). Les composés isolés ont montré une activité de 

significative contre différentes lignées de cellules cancéreuses. 

 

2.5. Protéines cellulaires uniques 

  Les actinobactéries sont connus pour produire des métabolites secondaires qui améliorent la 

croissance. Certains de ces métabolites sont des composés organométalliques tels que ferrioxamines, 

mag-nesidine et bléomycine, contenant du bore tel que boromycine et bléomycine (Nakamura et al ., 

1997) et acides aminés inhabituels tel que l'alanosine, l’amino dichlobutyrique, l'azaleucine,               

4-oxalysine etc. (Prave et al., 1987).  
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V. LES ANTIBIOTIQUES  

 Lors de la découverte des antibiotiques, le mot antibiotique (du grec anti: « contre », et bios: « la 

vie ») désigne une substance naturelle, un produit du métabolisme bactérien ou fongique, qui a une 

action d’inhibition ou de destruction spécifique contre les bactéries (Smaoui, 2010). Actuellement, 

cette définition s’est encore élargie pour devenir: toute substance naturelle, semi-synthétique ou 

synthétique qui a le pouvoir d’inhiber ou détruire des microorganismes (bactéries et champignons) et 

également d’avoir des actions anti-inflammatoires, anti-suppresseurs et anti-tumorales (Smaoui, 2010). 

Les actinobacteries occupent la première place comme fournisseurs de substances bioactives 

principalement le genre Streptomyces qui produit lui seul plus de 80% de ces substances, (Berdy, 

2005; Solecka et al., 2012), grâce à leur diversité écologique, leur hétérogénéité biochimique et leur 

capacité exceptionnelle à produire des métabolites secondaires, les actinobacteries sont considérés 

comme des candidats idéaux pour la recherche de divers composés intéressants dans plusieurs 

domaines (industrie pharmaceutique, alimentaire et autres) (Toumatia, 2015). 

 

1. Classification générale des antibiotiques  

Près de 7000 molécules ont été classées par Berdy et al. (1987) et Berdy (2005), puis par 

plusieurs autres auteurs dans des travaux récents publiés sous forme d’articles. Ainsi, toutes ces 

molécules ont été regroupées dans neuf grandes familles et plusieurs sous-familles. Par ailleurs, il est à 

noter que ce type de classification est basé uniquement sur la structure chimique des molécules qu’elle 

est la plus utilisée en recherche fondamentale mettant à l’écart tout intérêt thérapeutique et clinique 

(Tableau 1) (Berdy et al., 1987; Bycroft, 1988). 

C’est pour cela que d’autres types de classifications utilisées dans le domaine médical existent, 

ceci se fait pour un intérêt pratique entre autre dans le domaine médical où la classification chimique 

importe peu. Les composés bioactifs peuvent être classés en fonction de leur spectre d’action, de leur 

type d’action, de leur mode d’action, de leur origine ou encore de leur charge électrique. 
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Tableau 1: Classification des antibiotiques selon leur structure chimique (Berdy et al., 1987). 

Familles d’antibiotiques 

 

Sous-familles  Exemples  

 

01 

 

Glucides et 

apparentés  

Glucides pures  Nojirimycine 

Aminoglycosides  Streptomycine,gentamicine ,kanamycine. 

Glycosides C-glycosides :vancomycine . 

N-glycosides :streptothricine. 

Glycolipides  Mocnomycine. 

 

02 

 

Lactones 

macrocycliques  

Macrolides  Spiramycine,érythromycine 

Polyènes Amphotéricine,nystatine,candicidine. 

Macrotétrolides  Tétranactine, nonactine. 

Macrolactames Rifamycine . 

 

03 

 

Quinones et 

Appaentés 

Polycycliques accolés 

linéairement  

Tétracyclines 

Dérivés naphtoquinoniques Anthracyclines  

Dérivés benzoquinoniques Mitomycine 

 

04 

 

Acides aminés et 

peptides  

Dérivés d’acides aminés  Cyclosérine, pénicillines, nocardicine. 

Homopeptides  Bacitracine, cyclosporine. 

Hétéropeptides Aculéacine  

Peptolides  Valinomycine  

05 Hétérocycles à 

azotes  

Hétérocycles nom accolés Caerulomycine, mildiomycine. 

Hétérocycles accolés Phénazines, herbicine. 

06 Hétérocycle à 

oxygène 

Polyéthers Monensine, nigéricine. 

 

07 

 

Composés 

alicycliques 

Dérivés du cycloalcane Cycloheximide. 

Terpènes  Acide marasmique. 

Oligoterpènes  Acide fusidique. 

 

 

08 

 

 

Aromatiques  

Dérivés benzéniques  Chloramphénicol. 

Aromatiques accolés Griséofulvine . 

Composés nom 

benzéniques 

Fusariocine . 

Autres dérivés aromatiques  Novobiocine . 

 

 

09 

 

 

Aliphatiques  

Dérivés des alcanes  Elaiomycine . 

Dérivés d’acides 

carboxyliques  

Cérulénine 

Composés contenant du 

phosphore ou du soufre  

Fosfomycine  

 

2. Recherche de nouveaux antibiotiques et autres molécules bioactives  

2.1. Méthodes de criblage conventionnelles  

Les programmes classiques de screening des antibiotiques impliquent l’isolement et la culture 

du microorganisme, l’évaluation de son activité antibiotique, la caractérisation et l’identification des 

molécules actives (Goodfellow et al., 1988). 
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2.1.1. Isolement des actinobacteries et conditions de culture 

L’isolement des actinobacteries producteurs d’antibiotiques repose non seulement sur la 

recherche des Streptomyces (genre le plus fréquemment étudié) mais aussi sur la recherche des 

actinobacteries rares autres que ce genre (Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Actinomadura, 

Actinoplanes, Micromonospora, Nocardiopsis etc.).  

L’obtention de ces derniers est possible grâce à l’isolement sélectif, par l’addition d’agents 

chimiques dans les milieux d’isolement tels que, les antibiotiques et la recherche des actinobacteries 

dans des habitats inhabituels (Nolan et Cross, 1988; Sabaou et al., 1998).  

La variation de la composition des milieux de production des antibiotiques est un élément clé 

pour l’obtention des molécules actives. Plusieurs travaux ont signalé l’effet des sources de carbone et 

d’azote sur la biosynthèse des antibiotiques (Demain et al., 1979; Bouras, 2005), ainsi que les besoins 

en sels minéraux (Hermans et al., 1989). Certains composés favorisent la production d’un type 

d’antibiotique comme l’amidon et la farine de soja qui incitent la production des antibiotiques 

aminoglycosidiques. Les conditions de culture comme la température et l’agitation jouent aussi un rôle 

important dans la production des antibiotiques (Okami et Hotta, 1988). 

 

2.1.2. Choix des microorganismes-cibles  

La mise en évidence de l’activité antibiotique d’une actinobacteries est réalisée sur des milieux 

de culture solides par les méthodes des stries croisées, des cylindres d’agar ou de la double couche, 

contre une série de microorganismes-cibles (champignons, bactéries et levures). Certains chercheurs 

ont développé des screening ciblés par l’utilisation des bactéries résistantes à certains types 

d’antibiotiques (Okami et Hotta, 1988). 

 

2.1.3. Production et caractérisation des antibiotiques 

La production d’antibiotiques est réalisée dans les conditions optimales de production en milieu 

de culture, température et durée d’incubation, pH et aération. Les molécules actives produites par les 

actinobacteries sont récupérées par extraction à partir de la biomasse ou plus souvent du filtrat de 

culture, en utilisant des solvants qui permettent une bonne extraction sans altération des métabolites.

 Les métabolites obtenus sont séparés par différentes méthodes de purification telles que, la 

chromatographie sur couche mince, la chromatographie d’exclusion sur gel (séphadex, polyacrylamide 

ou agarose etc.) et l’HPLC comme dernière étape de purification. 

  La caractérisation des antibiotiques purifiés repose sur les différentes analyses 

spectroscopiques:    UV-visible, infrarouge, masse et résonance magnétique nucléaire (RMN). 
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2.2. Méthodes de criblage actuelles  

Actuellement, l’évaluation de l’activité antibiotique des actinobacteries a évolué de points de 

vue techniques et moyens utilisés. Ces techniques s’ajoutent aux techniques anciennes qui sont 

toujours utilisées pour la mise en évidence de l’activité antibiotique.  

 

2.2.1. Screening du potentiel génétique de production des métabolites secondaires 

L’étude des actinobacteries a permis la mise en évidence d’une partie limitée de leur potentiel à 

produire des molécules bioactives, qui est estimé à 3% chez le genre le plus étudié, Streptomyces. De 

ce fait, des méthodes de criblage génétique sont développées pour révéler leur capacité réelle à 

produire des molécules bioactives et par conséquent la découverte de nouvelles molécules (Gontang et 

al., 2010). 

La mise en évidence des gènes à étudier est réalisée par l’amplification par PCR de l’ADN 

matrice, obtenu après extraction à partir des actinobacteries, en utilisant des couples d’amorces 

spécifiques (Metsӓ-Keletӓ et al., 1999; Liu et al., 2003; Ayuso-Sacido et Genilloud, 2005). Les 

séquences obtenues sont comparées avec les séquences présentes dans les banques de données par la 

réalisation du Blast. Cette comparaison peut indiquer le potentiel des actinobacteries à produire un ou 

plusieurs types de molécules. 

 

2.2.2. Miniaturisation de fermentation  

Un système de fermentation de petits volumes de culture a été développé pour la première fois 

par Duetz et Witholt (2001), par l’adaptation des “plaques microlitres” (MTP) de 24 puits de capacité 

de 2 à 4 ml par puits, destinées à l’origine aux études sérologique et la maintenance de cultures de 

clone d’Escherichia coli. La croissance des collections de culture hétérogènes dans des plaques de 

MTP est avantageuse pour des raisons logistiques et également pour permettre des économies 

importantes en coûts, en mains d’œuvre et en utilisation des équipements au cours des projets de 

screening à grande échelle (Duetz et Witholt, 2001). 

Cette méthode permet d’exploiter les gènes qui sont présents dans le génome des 

actinobactéries mais non exprimés toute en diversifiant les nutriments afin d’optimiser les besoin 

nutritionnels et de faire exprimer le potentiel de production des métabolites secondaires par différentes 

souches (Genilloud et al., 2011).  
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VI. TAXONOMIE DES ACTINOBACTERIES  

1. Position taxonomique des actinobacteries 

Selon Bergey (1994), les actinobacteries étaient classés dans le Règne des Procaryotes, la 

Division des Firmicutes, la Classe des Thallobacteria et l’Ordre des Actinomycetales. Cet ordre 

regroupait les bactéries à Gram positif ayant un pourcentage en guanine plus cytosine (G + C) 

supérieur à 55% et présentant une grande variabilité morphologique.  

La classe des Thallobacteria a été remplacée par Actinobacteria ((Bergey ,2004).  

Dans le manuel de Bergey de 2012, la définition des actinobacteries est restée la même 

(bactéries à Gram positif ayant un G+C supérieur à 55% et présentant une grande variabilité 

morphologique, la plupart étant mycéliens). Mais sur la base des données de la biologie moléculaire 

(notamment le séquençage du gène codant pour l’ARN 16S), la classification supragénérique des 

actinobacteries a subi un profond remaniement. Ces microorganismes sont classés actuellement dans le 

domaine de Bacteria, le phylum des Actinobacteria qui contient 6 classes, 21 ordres, 53 familles et 

221 genres (Manuel de Bergey , 2012). 

 

2. Critères d’identification des actinobacteries  

2.1. Evolution des critères d’identification  

Au cours de cette évolution, quatre périodes distinctes ont marqué la systématique des actinobacteries: 

 

2.1.1. La première période (s’est étendue jusqu’au début des années 1960): basée essentiellement 

sur l’ordre descriptif des caractéristiques macro et micro morphologiques (Pridham et al., 1958). Ces 

critères ont trouvé leur limite à partir du moment où l’Ordre des Actinomycetales a commencé à 

s’agrandir. 

 

2.1.2. La seconde période (à partir des années 60): a vu le développement de la chimiotaxonomie. 

Ainsi, la composition des parois cellulaires en acides aminés et des cellules entières en sucres ont 

permis d’apporter plusieurs clarifications notamment chez les deux principaux genres, Streptomyces et 

Nocardia, où une grande confusion régnait auparavant (Becker et al., 1964; Lechevalier et 

Lechevalier, 1970). Il en est de même pour l’analyse des lipides membranaires et pariétaux tels que les 

acides mycoliques (Mordarska et al., 1972; Minnikin et al., 1977), les phospholipides (Minnikin et al., 

1977), les ménaquinones (Collins et Jones, 1981) et les acides gras (Grund et Kroppenstedt, 1990). Ces 

critères chimiques, combinés aux descriptions morphologiques, se sont révélés être jusqu'à l’heure 

actuelle, un outil très efficace pour l’identification des genres d’actinobacteries.  
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2.1.3. La troisième période (à partir des années 70): a vu l’avènement de la taxonomie numérique 

assisté par ordinateur. Le but était de clarifier l’identification des espèces. Le principe consiste à traiter 

avec un logiciel approprié les résultats de plusieurs dizaines de tests physiologiques et biochimiques, 

dont chacun a le même poids taxonomique. Le logiciel permet d’obtenir un dendrogramme montrant 

les pourcentages de similitude entre les espèces dont la position taxonomique a ainsi été clarifiée pour 

plusieurs d’entre elles (Goodfellow, 1971; Athalye et al., 1985; Goodfellow et al., 1990; Grund et 

Kroppenstedt, 1990). 

 

2.1.4. La quatrième période (à partir des années 80): avec le recours à l’outil moléculaire pour 

déterminer les parentés phylogénétiques entre les actinobacteries. Pour cela, plusieurs techniques ont 

été utilisées, telles que l’hybridation ADN-ADN, la détermination du coefficient de Chargaff 

(pourcentage de guanine + cytosine), le séquençage du gène codant pour l’ARN ribosomique 16S 

(Stackebrandt et Woese, 1981). Ces analyses étaient d’un apport considérable dans la reconnaissance 

des parentés phylogénétiques entre les actinobacteries à l’échelle des espèces, des genres et même des 

familles (Stackebrandt et al., 1997; Labeda et al., 2001). 

 

2.2.1. Critères d’identification des genres 

2.2.1.1. Critères morphologiques  

 

a. Critères macromorphologiques  

Les caractères culturaux contribuent parfois dans la différenciation des genres d’actinobacteries 

entre eux. L’identification macromorphologique repose sur l’observation à l’œil nu de:  

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

-La couleur du MA et du MS.  

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

 

b. Caractères micromorphologiques  

Les caractères micromorphologiques sont déterminés par l'observation directe au microscope 

optique (et parfois électronique) des cultures poussant sur les milieux gélosés (Tresner et al., 1961) il 

s’agit de noter:  

-La fragmentation ou non du MS 

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

(isolées, en chaines); la présence ou non de sporophores, la surface des spores (lisse, rugueuse, 

épineuse ou chevelue) (figure 1). 
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-La présence de spores mobiles (Planomonospora,) ou non mobiles (Streptomyces ainsi que d’autres 

nombreux genres)  

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

(Actinosynnema) (Demain et Solomon, 1986). 

 

 

 

 

 

Figure 1. Micromorphologie de quelques genres d’actinobacteries. 

Micrographies selon Takahashi et al., 2002 (1), Nagai et al., 2010 (2), Xu et al., 2009 (3), Yang et al., 2008 (4). 

1: chaînes de spores spiralées; 2: chaînes en crochets ou en boucles; 3: chaînes de spores droites à flexueuses; 4: 

spores en bâtonnets et espacées formant des chaînes droites. 

 

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

morphologiques tout à fait évident, ceux-ci ne suffisent pas pour établir une détermination correcte et il 

est indispensable de considérer d’autres critères. 

 

2.2.1.2. Critères chimiques: chimio taxonomie  

a. Les acides aminés  

Ils sont présents au niveau de la paroi cellulaire. Deux acides aminés sont taxonomiquement 

importants, l’acide diaminopimélique (DAP) qui peut être présent sous forme d’isomères LL ou DL 

(méso) et la glycine qui est variablement présente (Lechevalier et Lechevalier, 1970a; Larpent et 

Streptomyces  xiamenensis 

 

Streptomyces  aomiensis Streptomyces avermectinius 

Nocardiopsis valliformis 
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Sanglier, 1989).Le DAP est remplacé chez les actinobacteries non mycéliens par de la lysine, de 

l’ornithine ou de l’acide diaminobutyrique (Becker et al., 1965).  

 

b. Les sucres 

Ils sont présents dans les cellules entières. Les sucres taxonomiquement importants pour les 

actinobacteries sont les couples arabinose-galactose, arabinose-xylose, rhamnose-galactose enfin le 

madurose ou 3-0-méthyl-galactose (Lechevalier et Lechevalier, 1970a; Labeda et Lechevalier, 1989; 

Stackebrandt et al., 1994).  

 

c. Les Lipides 

Les lipides taxonomiquement important peuvent être représentés par trois groupes: les lipides 

polaires, les ménaquinones et les acides mycoliques.  

 

c.1. Les phospholipides  

La diversité des phospholipides a permis à Lechevalier et al. (1977) de distinguer cinq 

chimiotypes notés de PI à PV (PI, PII, PIII, PIV, PV) et caractérisés par la présence généralement 

d’un ou de deux phospholipides caractéristiques (phosphatidyléthanolamaine, phosphatidylcholine; 

phospholipides contenant de la glucosamine et phosphatidylglycérol) selon les genres et les espèces     

( Lechevalier et al., 1977). 

 

c.2. Les ménaquinones  

Les ménaquinones des actinobacteries possèdent dans leur structure un noyau quinone méthylé 

et une chaîne carboné aliphatique composée d’unités isoprènes. Ils sont partiellement saturés et 

contiennent de huit à dix unités isoprènes (Kroppenstedt, 1985). Deux exceptions, Gordona aurantiaca 

et Corynebacterium paurometabolum, contiennent des chaînes isoprényliques complètement insaturées 

(Collins et Jones, 1981) 

La variation dans la longueur et le degré de saturation (d’hydrogénation) de la chaîne latérale 

des ménaquinones leur a donné une importance dans la chimiotaxonomie (Collins, 1985). Sur la base 

de la présence de certaines ménaquinones, Kroppenstedt (1985) a désigné 11 types. 

 

c.3. Les acides mycoliques  

Ce sont des lipides complexes insaturés contenant 20 à 90 atomes de carbone, présents au 

niveau de la paroi cellulaire de certains actinobactéries ayant le chimiotype IVA. Ils sont donc utiles 

pour différencier certains genres de ce type entre eux, par leur présence ou leur absence, ainsi que par 
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leur structure chimique (Mordarska et al., 1972), comme par exemple Nocardia (50 atomes de 

carbone) et Corynebacterium (30 atomes de carbone) (Mordarska et al., 1972).  

c.4. Les acides gras  

Ils sont présents au niveau de la membrane cellulaire. Ces molécules sont des chaines 

comportent 12 à 20 atomes de carbone et peuvent être saturées ou insaturées, droite ou ramifiées. Le 

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

1996) 

 

2.2.2. Critères d’identification des espèces 

2.2.2.1. Critères physiologiques et taxonomie numérique  

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

(glucidiques, lipidiques, protidiques, polymères complexes, stéroïdes, etc.), des tests de résistance aux 

différents agents physiques (température et pH) et chimiques (chlorure de sodium, phénol, etc.), ainsi 

qu’à divers antibiotiques. Bien que les tests physiologiques aient été utilisés depuis très longtemps, en 

même temps que les descriptions morphologiques, leur efficacité réelle n’est apparue que lorsqu’ils ont 

été exploités en taxonomie numérique.  

L’utilisation de la taxonomie numérique par le biais d’outils informatiques de calcul a permis 

de surmonter les difficultés inhérentes aux interprétations des grands résultats obtenus (ou matrices 

complexes) et rendre ainsi possible l’utilisation des résultats de ces tests dans des actinobacteries 

(Goodfellow, 1971). Les taxons étudiés sont comparés entre eux pour déterminer les degrés de 

ressemblances Sokal et Michener et de Jaccard (Sneath, 1989). 

 La taxonomie numérique renforce l’identification des espèces, d’autant plus qu’il existe une 

bonne corrélation entre cette analyse et les résultats des études chimiotaxonomiques et moléculaires 

(Goodfellow et al., 1990; Grund et Kroppenstedt, 1990; Stackebrandt et Schumann, 2006; Meklat et 

al, 2012) 

 

2.2.2.2. Critères moléculaires  

La taxonomie actuelle exige les analyses moléculaires. Ces analyses constituent un outil fiable, 

puissant et obligatoire pour la proposition de nouveaux genres ou de nouvelles espèces. Elles ont 

permis de corriger la position taxonomique de certains genres et espèces déterminés auparavant sur la 

base des critères morphologiques, physiologiques et chimiques (Fischer et al., 1983; Ochi et al., 1993). 
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a. Détermination du coefficient de Chargaff (pourcentage de guanine+cytosine) 

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

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

même espèce. Chez les bactéries, les valeurs du (G+C %) sont très dispersées et elles varient de 25% à 

75 %. Actuellement, on admet que des bactéries dont les (G+C %) diffèrent de plus de 5 % ne peuvent 

appartenir à une même espèce et que des bactéries dont les (G+C %) diffèrent de plus de 10 % ne 

peuvent appartenir à un même genre. Bien sûr, des valeurs du (G+C %) identiques n'impliquent pas 

que les bactéries sont proches car les bases peuvent être disposées de manière très différente sur l'ADN 

Boucheffa (2011). 

Grâce au pourcentage de G+C, la définition des actinobacteries (dont l’ADN contient un 

pourcentage de G +C supérieur à 55%) a été reconsidérée. Ceci a permis d’inclure dans l’Ordre des 

Actinomycetales des bactéries à Gram positif qui ne possède pas un mycélium, telles que 

Corynebacterium, Cellulomonas, Arthrobacter et Micrococcus (Wellington et Ul-Hassan, 2009) et 

d’exclure Thermoactinomyces qui a été considéré comme un actinobacterie grâce à sa forme 

mycélienne mais contient un taux de G+C inférieur à 55% (Yoon et al., 2005).  

 

b. Séquençage du gène codant pour l’ARN ribosomique 16S et phylogénie  

Le séquençage du gène codant pour l’ARN ribosomique 16S est un outil incontournable, rapide 

et efficace pour déterminer la position taxonomique au niveau des espèces (Rainey et al., 1996; 

Stackebrandt et al., 1997). C’est une technique très fiable pour l’identification des actinobacteries 

(Weisburg et al.,1991 ; Cook et Meyers, 2003). 

Stackebrandt et ces collaborateurs (1981, 1983), ont été les premiers à utiliser cette technique 

pour la taxonomie des actinobacteries. Le gène codant pour l’ARN ribosomique 16S est un gène 

chromosomique d’une taille de 1500 paires de bases, présent chez toutes les bactéries, dont la 

séquence est spécifique de chaque espèce et dont les extrémités 5’ et 3’ (15 premières et 15 dernières 

bases) sont conservées dans toutes les espèces bactériennes. L’étude du gène codant pour l’ARN 

ribosomique 16S, utilise deux techniques de base: la PCR (Polymerase Chain Reaction) et le 

séquençage. Cette analyse a été utilisée ces dernières années pour les groupes à un niveau supra-

génique (Famille, Ordre et même Classe) (Rainey et al.,1996; Labeda et Kroppenstedt, 2000). 

Les résultats sont comparés avec les séquences disponibles dans les banques génomiques libres 

sur internet telle qu’Ez-taxon qui regroupe les séquences de toutes les espèces-types valides des 

actinobacteries.  

L’utilisation du séquençage du gène codant pour l’ARN ribosomique 16S a permis de 

découvrir plusieurs genres et espèces nouveaux d’actinobacteries, de montrer aussi la diversité réelle 
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des différents habitats, en actinobacteries non cultivables par l’étude du gène codant pour l’ARN 

ribosomique 16s présent dans ces habitats (Wawrik et al., 2007) et de déterminer l’appartenance d’un 

nouveau taxon à la classe des Actinobacteria, qui est indiqué par une valeur de similarité supérieure à 

80% (Stackebrandt et al., 1997).  

L’appartenance de plusieurs genres a une famille au plusieurs familles a un seul ordre doit être 

valider par la présence de plus de 95% des séquences des nucléotides « signatures » dans un même 

groupe (Stackebrandt et al., 1997; Zhi et al., 2009). Deux espèces sont considérées différentes lorsque 

le pourcentage de similitude est inferieures à 98,65% (Kim et al, 2014). 

 

c. Hybridation ADN-ADN 

Cette étude est indispensable pour l’identification définitive des espèces, mais elle n’est 

obligatoire que pour les taxons ayant un pourcentage de similarité du gène codant pour l’ARN 

ribosomique 16S avec les espèces valides, supérieur ou égal au pourcentage limite de la détermination 

de nouvelles espèces qui est de 98,65% (Kim et al, 2014). Cette méthode consiste à déterminer le 

pourcentage de réassociation 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). 
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I. MATERIEL  

1. Echantillons de l’eau 

Les actinobacteries sont recherchés dans 6 échantillons de l’eau de mer provenant des côtes de 

Cherchelle (Tizirine), Gouraya (Bois sacrés) et Tipaza (Port de Tipaza) ayant comme position 

géographique: (36°36’38.8’’Nord 2°12’26.6’’ Est), (36°34’11.9’’Nord 1°53’26.4’’Est) et 

(36°35’44.3’’Nord 2°26’52.8’’Est) respectivement appartenant tous à la wilaya de Tipaza, Algérie.  

 

  Les échantillons d’eau ont été prélevés manuellement dans des flacon de 1,5 litres, en verre 

(préalablement lavés et soigneusement rincés pour éliminer toute trace d’un éventuel détergeant, 

séchés et stérilisés à l’autoclave à 120°C pendant 20 mn) puis remplis, laisser renouveler plusieurs fois 

le contenu, en suite fermer hermétiquement sans laisser de bulles d’air dans les flacons. Les 

échantillons sont transportés au cours du même jour dans une glacière (4°C) et analysés avant 24h. 

 

2. Germes cibles 

Les microorganismes-cibles ont été utilisés pour déterminer les activités antagonistes et le 

spectre d’action des actinobactéries, ils proviennent tous de la collection de Laboratoire de Biologie 

des Systèmes Microbiens (LBSM) de l’Ecole National Supérieure (ENS) de Kouba. Le repiquage des 

germes cibles est effectué sur le milieu ISP2. 

Les germes cibles utilisés sont : 

 Deux bactéries à Gram positif (Staphylococcus aureus résistante à la méticilline 639c et 

Bacillus subtilis ATCC 6633) 

 Trois bactéries à Gram négatif (Escherichia coli ATCC 10536, Klebsiella pneumoniae et 

Pseudomonas Aeruginosa CIP A22). 

 Trois champignons filamenteux (Umbelopsis ramaniana NRRL 1829, Fusarium culmorum et 

Aspergillus carbonarius M333). 

 Une levure (Candida albicans IPA 200). 

 

II. METHODES  

1. Isolement des actinobacteries 

1.1. Préparation des milieux d’isolement sélectifs 

L’isolement des actinobacteries est effectué sur milieu chitine-vitamines agar (Ch-V) 

(Hayakawa et Nonomura, 1987) additionné d’un agent antifongique (50 mg L
-1

) afin d’éviter les 
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infestations par les champignons présents dans l’eau de mer. Il est préconisé par plusieurs auteurs car il 

a fourni des résultats importants du point de vue quantitatif (augmentation de nombre d’actinobacteries 

isolés) et qualitatif (diversité des espèces) (Hayakawa et Nonomura, 1987; Zhang et al., 2010, Meklat 

et al., 2012). De plus, l’addition de certains antibiotiques (Acide nalidixique 10 mg L
-1

, pénicilline 25 

mg L
-1

) permet de diminuer l’effectif microbien et d’orienter la sélection vers des isolats particuliers 

pouvant être intéressants comme l’ont noté Sabaou et al. (1998). Le tableau 2 montre les agents 

sélectifs ajoutés au milieu de base (chitine-vitamines). 

Tableau 2: Compositions des milieux d’isolement en agents sélectifs. 

Milieux Antibiotiques (mg L
-l
) et eau de mer 

M1 Actidione seul (50) 

M2 Actidione (50) + Acide nalidixique (10) 

M3 Actidione (50) + Pénicilline (25) 

M4 Actidione (50) + eau de mer (50% d’eau utilisée) 

 

1.2. Préparation des dilutions 

La suspension-mère est préparée par addition de 1 ml de l’eau de mer (prélevé d’une façon 

homogène à partir de l’échantillon de l’eau de mer) dans 9 ml d’eau distillée stérile (dilution 10
-1

). 

Deux autres dilutions (10
-2

 et 10
-3

) sont préparées par dilution de 10 en 10 après homogénéisation de la 

dilution de départ par mélange vigoureux à l’aide d’un vortex. 

 

1.3. Technique d’ensemencement et incubation 

La méthode d’ensemencement utilisée est celle des suspensions-dilutions (Rapilly, 1968) et 

étalement sur milieu chitine-vitamines agar (Ch-V) coulé en boîtes de Pétri stériles. Un volume de 0,1 

ml est étalé sur le milieu d’isolement à l’aide d’un râteau stérile à raison d’une répétition par dilution 

pour chacun des milieux M1, M2, M3 et M4. 

Les boîtes ensemencées sont incubés dans une étuve à 30°C pendant 2 à 6 semaines.  

 

1.4. Lecture et sélection des actinobacteries 

Lors de l’incubation, les boîtes de Pétri sont périodiquement examinées à l’œil nu et au 

microscope optique (Zeiss) (grossissement 10 x 10 et 10 x 40) pour observer les colonies 

d’actinobacteries qui apparaissent à la surface de milieu d’isolement. Ces observations permettent de 

reconnaître, de manière préliminaire, les différents genres en présence, de sélectionner les colonies 

appartenant à des genres diversifiés et d’éviter de retenir un nombre élevé d’isolats susceptibles 

d’appartenir à une même espèce. Les caractéristiques culturales sont ainsi soigneusement analysées et 

recherchées. 
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Les colonies qui présentent les caractéristiques morphologiques des actinobacteries ou des 

caractéristiques morphologiques différentes (appartenant probablement à différents genres), sont 

sélectionnées. 

 

 1.5. Purification et conservation des actinobacteries 

Les colonies sélectionnées sont prélevées délicatement à l’aide d’une pointe stérile puis 

purifiées par stries sur milieu ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966). Les isolats purifiés, numérotés et 

codés, sont ensemencés sur le même milieu coulé en pente dans des tubes à vis. Ces derniers sont 

incubés à 30°C pendant une à deux semaines puis conservés à 4°C en vue de leur identification. Le 

milieu ISP2, à base de glucose, d’extrait de malt et d’extrait de levure, est choisi car il constitue le 

milieu de référence pour la culture des actinobacteries et permet une croissance et une sporulation 

relativement bonnes des isolats. (Shirling et Gottlieb, 1966).  

 

2. Caractérisation préliminaire des isolats 

La caractérisation des isolats repose essentiellement sur l’étude morphologique 

(micromorphologique et parfois macromorphologique), elle est primordiale pour la reconnaissance des 

genres. Dans cette étude, les souches isolées poussée sur les milieux de culture chitine vitamines agar 

et ISP2 sont observée au microscope optique Zeiss en utilisant les grossissements (10 x 10) et (10 x 

40). L’observation est réalisée directement sur la boîte de Pétri (in situ) de manière à bien repérer les 

structures en place (sporulation du mycélium aérien, fragmentation ou non du mycélium du substrat, 

etc.) 

 

3. Criblage de l’activité antibiotique sur milieu solide 

Il s’agit d’un criblage (screening) préliminaire dont l’objectif est de déterminer l’activité 

antibiotique de touts les isolats d’actinobacteries. La méthode utilisée est celle des cylindres d’agar sur 

milieu ISP2 contre les microorganismes-cibles (pathogènes et non pathogènes) cités dans le matériel.  

Les actinobacteries sont ensemencés en stries très serrées et d’une manière homogène à la 

surface du milieu ISP2 solide (20 g L
-1 

d’agar) Les boîtes sont incubées à 30°C pendant 15 jours.  

Des cylindres d’agar de 10 mm de diamètre sont ensuite découpés à l’aide d’un emporte pièce 

en acier inoxydable stérile et déposés à la surface du milieu ISP2 semi solide (12g L
-1

 d’agar) 

préalablement ensemencé par les germes-cibles séparément. Les boîtes sont placées à 4°C pendant 2h, 

pour permettre la diffusion des antibiotiques et empêcher momentanément la croissance des 

microorganismes cibles, puis incubées à 30°C pendant 24 à 48 h (24 h d’incubation pour les bactéries 
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et les levures et 48 h pour les champignons). La lecture des résultats est réalisée par la mesure des 

zones d’inhibition (zone claire) autour des cylindres d’actinobacteries. 

 

4. Caractérisation de la souche TA4 

4.1. Caractérisation culturale de la souche TA4 

4.1.1. Sélection de la souche TA4 

La souche TA4 a été sélectionnée en raison de sa forte activité antagoniste sur milieu solide 

(choix réalisé selon les résultats obtenus lors du screening sur milieu solide). 

 

4.1.2. Caractères culturaux de la souche TA4 

Les caractéristiques culturaux de la souche TA4 ont été étudiées sur plusieurs milieux : 

International Streptomyces Project ISP1 et ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966), Bennett (Warren et al., 

1955) et gélose nutritive (Waksman, 1961). 

La croissance, la couleur des mycelia aérien et du substrat et la production des pigments 

solubles de la souche TA4 ont été étudié à l’œil nu. Les couleurs ont été déterminées en utilisant une 

charte de couleur (Color Name Chart Illustrated with Centroid Color: ISCC-NBS) (Kelly et Judd, 

1976) aprés 3 semaines d’incubation à 30°C. 

 

4.2. Caractérisation physiologiques de la souche TA4 

Les testes utilisés pour la caractérisation physiologique de la souche TA4 sont basés sur la 

méthode de Locci (1989), elle concerne l’assimilation de vingt (20) glucides et dérivés comme seules 

sources de carbone et la dégradation de onze (11) composés organiques. Au totale cet isolat a subit une 

série de trente et un (31) tests physiologiques détaillées en ci-dessous.  

 

4.2.1. Utilisation des glucides et dérivés comme seules sources de carbone 

La croissance de l’isolat TA4 en présence d’une série de 20 sucres et dérivés, comme seules 

sources de carbone, est estimée par rapport à un témoin sans sucre, sur le milieu préconisé par Gordon 

et al. (1974) additionné de 10 g/l de chaque glucide. 

Les sucres utilisés sont D-arabinose, D-cellebiose, D-fructose, D-galactose, D-glucose, D-

lactose, D-maltose, D-mannitol, D-mannose, D-melezitose, D-melibiose, le meso-erythritol, méso-

inositol, D-raffinose, L-rhamnose, D-ribose, D-tréhalose, salicine, D-sorbitol, D-xylose. Ils sont 

stérilisés par filtration (filtres de 0,22µm de diamètre) avant d’être ajoutés séparément et 

aseptiquement au milieu de base. 
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4.2.2. Dégradation de divers composés organiques  

Ils consistent à observer l’hydrolyse ou non de certains composés organiques. Ils sont effectués 

selon la méthode de (Goodfellow, 197; Gordon et al., 1974) pour l’adénine, la caséine du lait, la 

guanine, l’hypoxanthine, la tyrosine et la xanthine, la méthode de Marchal et Bourdon. (1973) pour 

l’amidon et la gélatine, la méthode de Marchal et Bourdon. (1987) pour l’esculine et l’arbutine et la 

méthode de Sierra (1957) pour le Tween 80. 

 

4.3. Caractérisation moléculaire de la souche TA4 

4.3.1. Extraction de l’ADN génomique 

La souche TA4 est ensemencée en stries espacées sur boîtes de Pétri contenant la gélose 

nutritive. Des colonies, bien isolées, sont prélevées aseptiquement à l’aide de cure-dents stériles et 

transférées dans des tubes Eppendorfs stériles de 1,5 ml. L’ADN est extrait selon la méthode de Liu et 

al. (2000) par addition de 500 µL d’une solution de lyse composée de 400 M de tris-HCl [pH 8], 60 

mM d’EDTA [pH 8], 150 mM de NaCl et 1% de sulfate de sodium dodecyl (SDS). Le mycélium est 

bien écrasé à l’aide de cônes stériles puis incubé à température ambiante pendant 15 min. Cent 

cinquante microlitre (150µl) d’une solution à pH 4,8 composée d’acétate de potassium à 5 M et de 

11,5% d’acide acétique glacial sont ajoutés au mélange précédent et vortexé brièvement puis 

centrifugé une minute à 12 000 g. Quatre cent microlitres (400µl) de surnageant sont récupérés et 

transférés dans un autre tube à Eppendorf stérile, puis additionnés d’un même volume d’isopropanol et 

mélangés brièvement par inversion, avant d’être centrifugés pendant 2 min à 12 000 g. Le surnageant 

est éliminé et le culot est lavé avec 300 µL d’éthanol à 70% par centrifugation pendant une minute à 

12 000 g. L’ADN obtenu (le culot) est séché une nuit à température ambiante puis resuspendu dans 40 

µL d’eau bidistillée stérile puis envoyer au laboratoire de génie chimie de Toulouse pour la réalisation 

de la Polymerase Chain Reaction (PCR) et le séquençage. 

 

4.3.2. Amplification et séquençage de l’ADN ribosomique 16S  

L’amplification de gène codant pour l’ARN 16S est réalisée par PCR en utilisant les amorces 

30.10F (5'-GAGTTTGATC-CTGGCTCA-3') et 1500R (5'-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3'), tel 

que décrit par Rainey et al. (1996).  

La séquence déterminée du gène codant pour l’ARN 16S est déposée dans GenBank sous le 

numéro d’accession KX113521. Elle a été comparée aux séquences homologues d’espèces 

microbiennes de référence répertoriées dans le serveur EzTaxon-e (disponible sur le site Internet: 

http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/) (Kim et al., 2012).  

 

http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/


Matériel et méthodes 
 

25 
 

4.3.3. Analyse phylogénétique 

L’analyse phylogénétique est réalisée en utilisant un logiciel inclus dans MEGA version 6.0 

(Tamura et al., 2013). La séquence du gène codant pour l’ARN 16S de l’isolat TA4 est alignée grâce 

au programme CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Le calcul des matrices des distances 

d’évolution est réalisé par la méthode de Jukes et Cantor (1969) et la construction de la topologie de 

l’arbre phylogénétique est faite par l’algorithme du "neighbor-joining" (Saitou et Nei, 1987). La 

validation statistique des liens phylogénétiques établis est effectuée par le test du Bootstrap dont les 

valeurs sont basées sur le résultat de 1000 analyses (Felsenstein, 1985). 

 

5. Effet de source de carbone sur l’activité antibiotique de la souche TA4 

Le pouvoir antagoniste de la souche TA4 en changeant la source de carbone est évalué par la 

méthode des cylindres d’agar contre deux bactéries à Gram positif (Staphylococcus aureus résistante à 

la méticilline 639c et Bacillus subtilis ATCC 6633), une bactéries à Gram négatif (Klebsiella 

pneumoniae), un champignons filamenteux ( Fusarium culmorum), Une levure (Candida albicans IPA 

200).  

 

6. Cinétique de l’activité antibactérienne, production et extraction de composés actifs de la 

souche TA4 

La cinétique de production des antibiotiques de la souche TA4 a été réalisée dans le milieu 

ISP2 liquide (sans agar) à un pH initial de 7,2 afin de déterminer le temps de production optimale dans 

des conditions bien déterminées.  

 

6.1. Préparation des pré-cultures 

Des fioles d’erlenmeyers de 250 ml contenant chacun 50 ml de milieu de culture sont 

ensemencées par des spores et des fragments mycéliens d’actinobacterie TA4 (recueillis à partir des 

cultures âgées de 8 jours sur milieu ISP2 solide) selon la méthode de Xinxuan et al. (2010) en utilisant 

deux carottes de 4mm de cet isolat par 50 ml de milieu. Ces erlenmeyers sont incubés à 30°C dans un 

shaker en agitation permanente (250 rpm) pendant 48 h. Après incubation, les pré-cultures sont 

utilisées pour inoculer le milieu de production (cultures). 

 

6.2. Préparation des cultures 

Des erlenmeyers de 500 ml contenant chacun 100 ml de milieu de culture sont ensemencés par 

un inoculum en phase exponentielle de croissance (âgé de 48 h) d’actinobacterie TA4. Le volume de 
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l'inoculation est de 3 ml (3% du volume utile). Les cultures sont incubées dans un shaker aux mêmes 

conditions de température et d’agitation que les prés-cultures (30°C et 250 rpm) pendant 10 jours.  

 

6.3. Prélèvement 

L’évolution de l’activité antimicrobienne est suivie quotidiennement pendant 10 jours par des 

tests d’antibiographie, sur le milieu ISP2 liquide contre Staphylococcus aureus résistante à la 

méticilline 639c. Les méthodes utilisées sont celles de diffusion de puits préconisée par Aszalos (1986) 

et de diffusion des disques de papiers imbibés par les extraits organiques aux dichlorométhane et à 

l’acétate d’éthyle, pour cela:  

- Un volume de 1ml est prélevé chaque jour dans des conditions aseptiques à partir des fioles en 

agitation, 3 répétitions sont effectuées, ces prélèvements ont été mis dans des Eppendorfs de 2 ml 

stériles pour être tester par antibiographie en utilisant la méthode de diffusion de puits. 

- Un erlenmeyer est enlevé quotidiennement de shaker et un volume de 12 ml est prélevé 

aseptiquement de cet erlenmeyer pour réaliser des extractions avec les deux solvants afin de tester les 

extraits organiques. Le volume restant est conservé à 4°C pour être utiliser en cas de contamination. 

 

6.4. Mise en évidence de l’activité de filtrat de culture (méthode de diffusion des puits) 

Cette méthode préconisée par Aszalos (1986), ne s’applique qu’aux solutions aqueuses. Après 

centrifugation, une aliquote de 0,1 ml du surnageant du milieu de fermentation est introduite au fond 

d’un puits (de 10 mm de diamètre) préalablement réalisé à l’aide d’un emporte-pièce en acier 

inoxydable stérile, dans le milieu ISP2 semi solide coulé en boîte de Pétri à raison de 20ml par boite et 

pré-ensemencé au moment de l’expérimentation avec le germe-cible Staphylococcus aureus résistante 

à la méticilline. 

Les boîtes sont placées à 4°C pendant 2h, puis incubées à 30°C pendant 24h. La lecture des 

résultats est réalisée par la mesure des zones d’inhibition (zone claire) autour des puits de la souche 

TA4.  

 

6.5. Mise en évidence de l’activité extractible 

6.5.1. Extraction des antibiotiques à partir du filtrat de culture et choix du meilleur solvant 

d’extraction 

L’extraction des antibiotiques sécrétés par l’actinobacterie TA4 dans le milieu de culture à 

partir du filtrat de culture nécessite le choix d’un solvant non miscible avec l’eau correspondant au 
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mieux à la polarité des antibiotiques à extraire, pour cela deux solvants de polarité différente sont 

testés le dichlorométhane et l’acétate d’éthyle ayant un index de polarité de 3,1 et 4,4 respectivement.  

Chaque 24 heures, les cultures sont filtrées par centrifugation à 5000 g. 2 lots de 6 ml de filtrat 

de culture sont extraits avec le même volume de chacun des deux solvants utilisés. Les phases 

organiques sont déshydratées par passage sur un filtre contenant du sulfate de sodium anhydre (pour 

éliminer l’eau restante, ainsi que les contaminants hydrophiles) puis séchées sous vide (concentrés à 

sec). 

 

6.5.2. Méthode de diffusion des disques de papier 

Cette méthode s’applique aux solutions aqueuses et surtout organiques pour mettre en évidence 

le meilleur solvant d’extraction. Les extraits organiques de l’actinobacterie TA4 sont repris dans      

120 µl dont 60 µl ont été utilisés pour imbiber des disques de papier de 6 mm de diamètre qui sont 

ensuite séchés sous hotte jusqu’à l’élimination totale du méthanol, puis stérilisés sous UV à 254 nm 

pendant 45 min. Les disques imprégnés et séchés sont déposés à la surface du milieu ISP2 semi solide, 

pré-ensemencé en masse avec le germe-cible (Staphylococcus aureus résistante à la méticilline 639c) 

et coulé en boîtes de Pétri. Celles-ci sont mises à 4°C pendant 2 heures avant d’être incubées à 30°C. 

La lecture des résultats se fait en mesurant le diamètre de la zone d’inhibition autour des disques après 

24h d’incubation.  

 

7. Purification des antibiotiques par l’HPLC 

L’appareil utilisé est de marque Agilent, équipé des éléments suivants: 

- Injecteur de type automatique Agilent 1260 infinity de type 61329B avec une boucle d’injection de 

100 µl. 

- Pompe quaternaire Agilent 1260 infinity de type G1315D. 

- Détecteur DAD Agilent 1260 infinity de type G1315D. 

- Colonne Analytique Agilent ZORBAX-SB-C18 ; 5µm (granulométrie), 4,6 x 150µm (diamètre et 

longueur respectivement).  

- Pré-colonne ZORBAX C18 C18, 5 μm, 10 x 10 mm. 

- Logiciel de pilotage, d'acquisition et d'intégration des données: chemstation for LC 3D systèmes, 

Ver. B04, 03.  

La purification des antibiotiques de l’extrait à l’acétate d’éthyle (60 µl) obtenu au jour de la 

production maximal est réalisée par chromatographie liquide à haute performance (HPLC) est réalisée 

par un gradient continu et linéaire, allant de 60 à 100% de méthanol pour HPLC dans l’eau bidistillée 

pendant 15 mn (cette phase mobile est préalablement filtrée et dégazée) puis en isocratique dans 100% 
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de méthanol pendant 30 mn. Le débit de l'éluant est de 1,5 ml/mn et la détection se fait à 220 nm 

(détection de tous les composés)  

Avant l’injection des échantillons, la colonne est conditionnée et équilibrée (conditions 

initiales) pendant 10 min. L’extrait est dilué dans 300 µl de méthanol et ultrafiltré à l'aide d’un filtre 

résistants aux solvants de 0,2 μm de porosité puis introduit dans l’injecteur de l’HPLC à raison de     

60 μl par injection (conditions déterminées après des essais préliminaires). Les différentes fractions 

obtenues sont récoltées, évaporées sous vide. 

 

8. Etudes spectroscopiques et spectrométriques (Spectres UV-visible) 

Le spectre UV a été enregistrée pour les sommets des piques obtenus dans le profile HPLC de 

cet extrait.  
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I. ISOLEMENT, DISTRIBUTION, ET CARACTERISATION PRELIMINAIRE DES 

ISOLATS  

 

1. Isolement des actinobacteries 

L’isolement des actinobacteries marines est effectué sur le milieu de culture chitine-vitamines 

agar additionné d’agents sélectifs et incubé à 30°C pendant 2 à 6 semaines. Les colonies qui ont 

montré, après observation à l’œil nu et au microscope optique, les caractéristiques morphologiques des 

actinobacteries, en particulier la formation du mycélium aérien et du mycélium de substrat avec des 

filaments très fins, sont considérées comme des actinobacteries. Les actinobacteries ont été retrouvés 

dans les six (6) échantillons analysés. 

 

2. Sélection et distribution des isolats 

19 isolats seulement ont été sélectionnés pour la présente étude, Nous avons prélevé 8 isolats    

à partir de la côte  de Cherchelle, 7 isolats à partir de la côte de Tipaza et 4 isolats à partir de la côte de 

Gouraya. 10 isolats ont été prélevés du milieu M1, 5 isolats du milieu M2, 1 isolat du milieu M3 et 3 

isolats du milieu M4 (répartition des 19 isolats selon le milieu)  (Tableau 3). Cette sélection est basée 

essentiellement sur la diversité culturale et morphologique remarquée lors de l’observation à l’œil nue 

et au microscope optique. Les isolats prélevés appartiennent à des genres habituellement fréquents ou 

peu fréquents et facilement reconnaissables.  
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Tableau 3. Distribution des actinobacteries marines dans les prélèvements d’eau côtière analysés sur 

milieu chitine vitamines agar. 

Côte  Souche Milieu Ch-V 

 

Dilution  

 

 

 

Cherchelle 

CA1 M1  10
-3 

CA2 M1 10
-1 

CA3 M1 10
-2 

CA4 M1 10
-2 

CA5 M2 10
-3 

CA6 M2 10
-2 

CA9 M3 10
-1 

CA10 M4 10
-2 

 

Gouraya 

GA1 M1 10
-1 

GA2 M2 10
-2 

GA3 M1 10
-2 

GA4 M2 10
-3 

 

 

 

Tipaza 

TA4 M1 10
-1 

TB1 M4 10
-1 

TB2 M4 10
-1 

TB3 M2 10
-1 

TBF1 M1 10
-1 

TBF2 M1 10
-1 

TBF4 M1 10
-1 

 

3. Caractérisation préliminaire des isolats  

L’étude morphologique des 19 isolats d’actinobacteries marines est effectuée sur le milieu 

chitine-vitamines agar et ISP2. D’une manière générale, la croissance est bonne sur ces deux milieux. 

Lors de l’isolement initial des colonies, nous avons pu classer sur la base des observations 

micromorphologique et parfois macromorphologique et ce, d’une manière présomptive, tout les isolats 

dans quatre genres: Streptomyce (13 souches), Nocardiopsis ou Saccharothrix (5 souches), 

Rhodococcus (1 souche) (Tableau 4) 
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Tableau 4. Caractérisation préliminaire des genres des isolats d’actinobacteries marins  

Souches  Caractéristiques  Genres  

CA3, CA5, 

CA9, CA10, 

GA2, GA3, 

GA4, TA4, 

TB2, TB3, 

TBF1, TBF2 

et TBF4 

Des mycélia aériens constitués de filaments ramifiés qui se 

terminent par de longues chaînes de spores portées par des 

sporophores. Les chaînes de spores sont de types plus ou moins 

variables selon les souches. Elles sont soit spiralées, soit droites à 

flexueuses. Cette micromorphologie est typique à celle des 

actinomycètes appartenant au genre Streptomyces (Figure 2) 

Streptomyces 

CA1, CA2, 

CA4, CA6 et 

GA1 

 

Tous les isolats de ce groupe présentent des caractéristiques 

micromorphologiques très proches. un mycélium aérien (MA) 

ramifié et fragmenté de manière anarchique en éléments plus ou 

moins longs, non mobiles aboutissant à la formation de chaînes de 

spores en zigzag. Le mycélium du substrat (MS) se fragmente 

parfois. 

Nocardiopsis ou 

Saccharothrix 

TB1 Colonies caractérisées par leur couleur rouge et formation de 

synnemata aérienne constituée de filaments linéaires qui se 

projettent vers le haut (Figure 3). 

Rhodococcus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Micromorphologie en microscopie optique de l’isolat TA4 cultivé pendant trois semaines à 

30 °C sur le milieu ISP2 (G × 400 avec effet de zoom). 
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.  

Figure 3. Micromorphologie en microscopie optique de l’isolat TB1 cultivé pendant trois semaines à 

30 °C sur le milieu ISP2 (G × 400 avec effet de zoom). 

 

II. CRIBLAGE DE L’ACTIVITE ANTIBIOTIQUE DES SOUCHES 

D’ACTINOBACTERIES  SUR MILIEU SOLIDE 

Le pouvoir antagoniste des 19 souches d’actinobacteries sélectionnés a été testé par la méthode 

des cylindres d’agar sur le milieu ISP2 contre des bactéries, des champignons filamenteux et une 

levure pour évaluer leur potentiel de production des antibiotiques. Les résultats de ces tests sont 

consignés dans le Tableau 5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Synnemata 
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Tableau 5. Propriétés antagonistes des isolats d’actinobacteries marins. 

Genre  Souche 

 
Activité (mm) contre: 

Bs Sa Ec  Ps Ac Fc Ur Ca 

 

Nocardiopsis 

ou 

Saccharothrix 

CA1 7,5 R 15 - - - - - - 

CA2 7,5 15 - - 7,5R 15 - - 

CA4 5 22 - - 4 R - 5 - 

CA6 5 R 10 - - 5 R - 10 - 

GA1 7,5R 15 - - 4R - 10 - 

Rhodococcus TB1 - - - - - - - - 

 

 

 

 

 

 

Streptomyces 

CA3 7,5 10   2,5 R - 6 - 

CA5 - - - - - - - - 

CA9 - 7 - - 4R - 2R - 

CA10 7,5R 12 - - 5R - 6 - 

GA2 - 13 - - 5R - 2,5R - 

GA3 3 - - - 10R - 1 10R 

GA4 5R 15 - - 5R - 12 - 

TA4 22 30 - - - - - - 

TB2 - 10 - - - - - - 

TB3 7 23 - - - - - - 

TBF1 - - - - - - - - 

TBF2 8 25 - - - - - - 

TBF4 7 19 - - - - - - 

- = absence d’activité, R= Ralentissement. Le diamètre du disque n’est pas inclus dans les valeurs.  

Bs: Bacillus subtilis ATCC 6633; Sa: Staphylococcus aureus résistante à la méticilline 639c; Ec: Escherichia 

coli ATCC 10536; Ps: Pseudomonas Aeruginosa CIP A22; Ac: Aspergillus carbonarius M333; Fc: Fusarium 

culmorum; Ur: Umbelopsis ramaniana NRRL 182; Ca: Candida albicans IPA 200). 

 

Sur les 19 souches d’actinobacteries testés, 16 se sont montrées actives contre au moins un 

germe-cible. En revanche, 3 souches n’ont présenté aucune activité (TB1, CA5 et TBF1). Parmi les 

souches actives 6 (environ 37,5%) souches présentent une activité antibactérienne uniquement et 10 

(62,5%) une activité à la fois antibactérienne et antifongique. Les souches CA2 et GA3 sont les seules 

qui présentent une activité contre Fusarium culmorum et Candida albicans IPA 200 respectivement. 

L’activité antifongique (Figure 4) obtenue est moyenne à faible, avec une zone d’inhibition 

maximale de 12 mm obtenue par la souche GA4 contre Umbelopsis ramaniana. Par contre, l’activité 

antibactérienne est forte pour la majorité des souches actives (30 mm d’inhibition comme activité 

maximale obtenue par la souche TA4 contre Staphylococcus aureus résistante à la méticilline) (Figure 

5).  
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Figure 4. Activité antifongique de quelques souches d’actinobactéries contre Aspergillus carbonarius 

M333. 

 

 

Figure 5. Activité antibactériennes de la souche TA4 contre Staphylococcus aureus résistante à la 

méticilline 639c (MRSA) et Bacillus subtilis ATCC 6633 (Bs). 

 

 

Il est intéressant de noter que toutes les souches de Nocardiopsis / Saccharothrix présentent des 

activités antimicrobiennes, nous notons certaines variations dans les activités et ce, pour ces souches 

qui sont estimées appartenir au même genre. Ensuite viennent les souches appartenant au genre 

Streptomyces avec 84,6% des souches actives. Cependant, l’unique isolat de Rhodococcus (TB1) n’a 

montré aucune activité. 
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DISCUSION 

L’isolement des actinobacteries marines est effectué sur le milieu de culture chitine-vitamines 

agar additionné d’agents sélectifs et incubés à 30°C pendant 2 à 6 semaines, ce milieu est préconisé par 

différents auteurs pour l’isolement des actinobacteries de sol (Hayakawa et Nonomura, 1984; 

Boudjella, 1994; Pathom-aree et al., 2006; Zhang et al., 2010), il est utilisés pour l’isolement des 

actinobacteries marines car l’hypothèse de l’origine de ces derniers correspondraient à des souches 

terricoles adaptées à la salinité marine (Larpent et Sanglier,1989) existe encore, et même car il n’ya 

pas des stratégies ou méthodes spécifiques lors de travail sur les milieux marins donc on utilise les 

mêmes méthodes appliqués sur les milieux terrestres .  

Ce milieu est à base de sels minéraux et de chitine comme unique source de carbone et d’azote, 

ce substrat est l’élément sélectif qui favorise la croissance des actinobacteries au détriment des 

bactéries non mycéliennes et des champignons en produisant des chitinases (Domergues et Mangenot, 

1970). En effet, les actinobacteries dégradent mieux la chitine par rapport aux autres microorganismes 

qui la dégradent difficilement ou pas. Ce milieu contient aussi des vitamines du groupe B comme 

facteurs de croissance et cela permet aux genres relativement rares et qui sont souvent auxotrophes 

pour ces vitamines de croître (Hayakawa et Nonomura, 1984).  

Les actinobacteries ont été retrouvées dans les six (6) échantillons analysés ce qui confirme les 

résultats intéressants obtenus par plusieurs chercheurs. Ces résultats ont montré la richesse et la 

diversité de biotope marin en actinobacteries, qui parfois dépassent les autres groupes de 

microorganismes en densité (Walker and Colwell, 1975; Barcina et al., 1987; Goodfellow and Haynes, 

1984; Jensen et al., 1991). 

La présence des actinobacteries dans des échantillons d'eau et de sédiments marins a été 

rapportée par plusieurs auteurs: Grein et Meyers (1958); Walker et Colwell (1975); Barcina et al. 

(1987);  Jensen et al. (1991); Siva Kumar (2001). 

 

19 isolats seulement ont été sélectionnés pour le présent travail. L’isolement des actinobacteries 

du milieu marins est caractérisé toujours par un nombre restreint des isolats, ces chiffres relativement 

faibles peuvent être dus à la profondeur des stations d'échantillonnage (Weyland, 1981). Cela est 

évident par le rapport de Chandramohan et al. (1986), qui n'a enregistré aucune colonie 

d’actinobacteries a partir des sédiments d'origine de l’océan indien même en utilisant des milieux 

sélectifs, cette constatation n’argumente pas notre cas, car nos prélèvements proviennent des côtes. En 

outre, Sponga et al. (1999), et Zheng et al. (2000) ont également rapporté un petit nombre 

d’actinobacteries marins, bien que les questions sur la nature marine indigène de actinobacteries sont 

difficiles à traiter expérimentalement, certains progrès ont été réalisés dans cet égard et les 
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actinobacteries marins ont été soulignés comme espèces natives du milieu marin et de ce fait les 

méthodes d’isolement doivent être adaptées à cette origine (Moran et al., 1995; Urakawa et al., 1999). 

Enfin, la faible population isolée peut être attribué à l'origine douteuse des actinobacteries marins qui 

ont été interrogé fréquemment (Grein et Meyers, 1958; Okazaki et Okami, 1975; Goodfellow et 

Haynes, 1984). Cette argument est plus valide étant donné que les actinobacteries sont plus abondant 

dans les sols terrestres que dans le milieu marin (Goodfellow et Haynes, 1984), montrant divers degrés 

de tolérance au sel (Okazaki et Okami, 1975) et produisant des spores qui migrent vers un grand 

nombre du rivage dans la mer où ils peuvent rester viable pour une période de temps indéterminée 

(Jensen et al., 1991) 

La majorité des isolats ont été prélevés du milieu M1 car ce milieu ne contient que l’actidione 

(antifogique) comme unique agent sélectif ce qui permet la croissance de toutes les actinobactéries 

sans favoriser un genre par rapport à un autre. Par contre les milieux M2 et M3 sont caractérisés par un 

nombre moins d’isolats parce que ces milieux ont été additionnés en plus de l’actidione (antifongique) 

des antibiotiques sélectifs qui sont l’acide nalidixique et la pénicilline respectivement ce qui favorise la 

diversité des isolats et l’élimination ou la diminution du nombre de bactéries non mycéliennes 

indésirables (Boudjella, 1994; Sabaou et al., 1998). Mais ces antibiotiques peuvent inhiber la 

croissance de certaines actinobactéries également. Bien que l’ajout d’antibiotiques sélectifs soit 

souvent utilisé pour l'obtention de genres et d’espèces d’actinobactéries rares (Boudjella, 1994) autres 

que les Streptomyces qui sont dominants dans les sols (Sabaou et al., 1998), nous l'avons utilisé dans 

ce cas dans le but d'avoir une plus grande diversité de genres, et aussi d’avoir des isolats de 

Streptomyces assez particuliers qui pourraient être fortement antagonistes. Le Milieu M4 additionné de 

50% de l’eau de mer a permis de sélectionner seulement une seule actinobacterie malgré que l’ajout de 

l’eau de mer dans la préparation des milieux d’isolement des actinobactéries est préconisé par 

plusieurs auteurs (Tracy et al., 2002 et Jiang et al.,2006) . 

 

La majorité de la population des actinobacteries isolée dans cette étude est constitué par un seul 

genre, Streptomyces. En outre, un certain nombre de Nocardiopsis / Saccharothrix et Rhodococcus ont 

également été isolé. Peu d'études ont été dirigées spécifiquement au actinobacteries marines, mais les 

preuves disponibles confirment une grande diversité taxonomique et distributions à travers les habitats 

marins (Weyland, 1981; Goodfellow et Haynes, 1984; Takizawa et al., 1993). La dominance assez 

nette des Streptomyces est un fait bien connu (Alexander, 1971) et souvent été rapportée dans la 

littérature (Goodfellow et Williams, 1983; Sabaou et al., 1998). De nombreuses études ont été réalisés, 

plusieurs genres ont été découverts mais le genre Streptomyces d'origine marine a été plus 

fréquemment enregistré (Omura, 1992). De même, Streptomyces représentaient environ 90% à 95% du 
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total actinobacteries trouvés dans divers types de sol (Lechevalier, 1964; Lechevalier et Lechevalier, 

1967). Grein et Meyers (1958) ont également signalé la dominance du genre Streptomyces, tandis que 

les espèces de Nocardia et Micromonospora représentait environ 20% du total de nombre d'isolats. 

Ellaiah et Reddy (1987) ont isolé des actinobacteries a partir des sédiments marins et ont signalé la 

prédominance des deux genres Streptomyces et Micromonospora avec le même pourcentage. 

Cependant Sponga et al. (1999) ont rapporté que les sédiments marins ont donné une moyenne des 

actinobacteries isolées de 50% de streptomyces et 50% des actinobacteries rares, y compris 

Micromonospora. Contrairement aux résultats précédents, Jensen et al. (1991) et Mincer et al. (2002) 

ont travaillé sur les sédiments marins et ont signalé que le genre Micromonospora est prédominant, 

Colquhoun et al. (1998) ont travaillé sur des sédiments de 300 à 10897m de l’océan pacifique, ils ont 

démontré que les trois genres Micromonospora, Rhodococcus et Streptomyces prédominent.  

 

Le deuxième genre qui prédomine dans nos isolats et le genre Nocardiopsis ou Saccharothrix 

avec 5 souches. Les souches de Nocardiopsis ont été isolées à partir de l’environnement marin par 

Luis et al (2004), Shumei et al (2007), Harald et al (2007). 

Le genre Nocardiospis est connu pour sont halotolérance (Li et al., 2003; Chen et al., 2009) , ce 

qui explique sa présence possible dans le milieu marin. Le genre Saccharothrix est signalé dans les 

lacs extrêmement alcalins et les lacs salés et même dans des sédiments océaniques situés à plus de 

4000 m de profondeur (Goodfellow et Williams, 1983). 

 

Les plus grandes activités antibiotiques ont été obtenues contre les bactéries à Gram positif, 

surtout contre Staphylococcus aureus résistante à la méticilline 639c, ce qui concorde avec les résultats 

obtenus par d’autres auteurs qui mentionnent la sensibilité des bactéries à Gram positif par rapport aux 

bactéries à Gram négatif (Sabaou et al., 1998; Prescott et al., 2002; Meklat, 2012).  

 

L’activité antimicrobienne est retrouvée chez les cinq isolats de Nocardiopsis/ Saccharothrix. 

Cette activité est souvent rapportée dans la littérature. En effet, de nombreux travaux signalent que la 

grande majorité des isolats appartenant au genre Nocardiopsis sont actifs (Dolak et al., 1980; Sun et 

al., 1991; Sabaou et al., 1998; Zitouni et al., 2005; Meklat, 2012), ce qui confirme la place importante 

de ce genre dans la production des antibiotiques.  

 

Le pouvoir antagoniste exprimé par le genre Saccharothrix n’est pas étonnant en soi, vu que ce 

genre est connu comme recelant des souches et espèces productrices de plusieurs antibiotiques d’une 

grande diversité structurale et à spectre d’action intéressant. L’activité des molécules produites par les 
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souches de Saccharothrix est surtout dirigée contre les bactéries à Gram positif, parfois contre les 

champignons et rarement contre les bactéries à Gram négatif (Wang et al 2000; Lamari et al., 2002; 

Zitouni, 2005). Néanmoins, une activité antibactérienne importante dirigée contre des bactéries à Gram 

négatif a déjà été signalée par Suzuki et al. (1991) chez Saccharothrix mutabilis subsp. chichijimaensis 

productrice de tétrazomine, et plus récemment, par Aouiche et al. (2012) chez Saccharothrix sp. 

PAL54 productrice de chloramphénicol. 

 

Nos souches de Streptomyces ont montré une activité contre les bactéries à Gram positif et les 

champignons mais pas contres les bactéries à Gram négatifs ce qui concorde avec les résultats obtenus 

par Bouras et al. (2013) et Aouich et al. (2013) concernant les bactéries à Gram positif et les 

champignons, et ne concordent par rapport à leur activité contres les bactéries à Gram négatif, car leurs 

souches de Streptomyces ont montré une activité intéressante contre ce groupe de bactéries. Une 

souche seulement (GA3) présente une activité conte la levure testée. Cela ne corrobore pas avec ce qui 

est cité dans la littérature pour les souches de Streptomyces connues pour leurs spectre d’action large 

(Thakur et al., 2007 ; Valanarasu et al., 2008; Duraipandiyan et al., 2010;). Récemment une souche de 

Streptomyces mutabils a été isolée du sol saharien, cette dernière a présentée une activité antifongique 

contre la levure C. albicans et autre champignons pathogènes par la production de 2,4-Di-tert-

butylphenol (Belghit et al., sous presse).  

Approximativement, plus de deux tiers des milliers d'antibiotiques naturels ont été isolés 

principalement par ce genre (Omura, 1992). Plusieurs espèces de Streptomyces d’origine marines ont 

été récemment décrites et étudiées pour leur potentiel à produire des métabolites secondaire, y compris 

la production des antibiotiques. Ces antibiotiques sont originaux et particuliers par rapport à ceux 

produits par les actinobacteries terrestres (Sanchez et al. 2003; Maskey et al., 2004; Macherla et al. 

2005).  

Nos avons isolé également une seule souche de Rhodococcus qui n’a montré aucune activité 

contre tout les germes testés. Cependant, le genre Rhodococcus est signalé pour la production de 

certains antibiotiques comme, Quinoline produit par Rhodococcus erythropolis JCM 6824 (Wataru et 

Tomohiro, 2008). 

 

Le milieu marin est considéré comme une source inexploré de nouveaux produits naturels 

bioactifs (Fenical, 1993; Gulder et Moore, 2009; Molinski et al., 2009). Leur diversité structurelle rend 

d’elles une cible prometteuse pour la découverte de nouveaux antibiotiques et de molécules bioactives 

en général (Newman et Cragg, 2007). 
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III. CARACTERISATION DE LA SOUCHE TA4  

1. Caractères culturaux de la souche TA4 

Les caractéristiques culturales de la souche TA4 ont été étudiées sur différents milieux: 

International Streptomyces Project (ISP1, ISP2), Bennett et gélose nutritive.  

L’isolat TA4 a une bonne croissance sur tous les milieux de cultures utilisés. Le mycélium 

aérien est blanc sur ISP1, brun grisâtre clair sur ISP2, gris clair sur Gélose Nutritive et Bennett (Figure 

6). Le mycélium de substrat est jaune claire à jaune orangé modérée sur ISP1 et brun olive modérée 

sur ISP2, gélose nutritive et Bennett. Aucun pigment diffusible n’est sécrété (Figure 7). 

 

                           

Figure 6. Macromorphologie montrant le mycélium aérien de l’isolat TA4 poussant sur milieu ISP1     

(à gauche), ISP2 (au milieu), Gélose nutritive et Bennett (à droite). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Macromorphologie montrant le mycélium de substrat de l’isolat TA4 poussant sur milieu 

ISP1 (à gauche), ISP2, Gélose nutritive et Bennett (à droite). 

2. Caractères physiologique de la souche TA4 

L’isolat TA4 a subit une série de trente et un (31) tests physiologiques, basé sur la méthode de 

Locci (1989), elle concerne l’assimilation de vingt (20) glucides et dérivés comme seules sources de 

carbone et la dégradation de onze (11) composés organiques. Cet isolat utilise la totalité des glucides et 
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dérivés comme seules sources de carbone, il dégrade l’ensemble des composés organiques testés à 

l’exception du Guanine et Esculine (Tableau 6). 

 

Tableau 6. Caractéristiques physiologiques des isolats TA4.  

Tests physiologiques Souche TA4 

Utilisation de : 

Arabinose, cellebiose, fructose, galactose, glucose, lactose, maltose, mannitol, 

mannose, melezitose, melibiose, méso-erythritol, méso-inositol, raffinose, rhamnose, 

ribose, tréhalose, salicine, sorbitol, xylose. 

 

Dégradation de : 

Adénine, amidon, arbutine, caséine de lait, gélatine. hypoxanthine, tween 80, tyrosine, 

xanthine. 

Esculine, Guanine. 

 

 

 

+ 

 

 

 

+ 

- 

+ = test positif, - = test négatif 

 

3. Caractérisation moléculaire de l’isolat TA4 

L’alignement de la séquence du gène qui code pour l’ARNr 16S de cette souche dans  

EzTaxon-e a confirmé son appartenance au genre Streptomyces. Elle a montré une similitude de    

99,79 % avec les espèces Streptomyces olivaceus est S. pactum (Tableau 7). La souche TA4 forme un 

cluster distinct avec ces deux espèces dans l’arbre phylogénétique (Figure 8) (manuel de Bergy, 2012)  

 

Tableau 7. Résultat du blast des séquences de l’ADNr 16s de l’isolat TA4 avec les souche-type des 

espèces les plus proches du genre Streptomyces. 

Espèce Souche-type  

(n° d’accession) 

Numéro  

de la séquence 

% de similarité avec 

TA4 

S. olivaceus NRRL B-3009
T 

JOFH01000101 99,79*
 

S. pactum NBRC 13433
T 

AB184398 99,79* 

S. parvulus NBRC 13193
T 

AB184226 99,22 

S. hyderabadensis OU-40
T 

FM998652 99,06 

S. malachitospinus NBRC 101004
T 

AB24999954 99,00 

S. coeruleorubidus ISPI 5145
T 

AJ306622 98,99 

S. lienomycini LMG 20091
T 

AJ781353 98,93 

S. rubrogriseus LMG 20318
T 

AJ781373 98,93 

S. marokkonensis  AP1
T 

AJ965470 98,86 

S. coelescens DSM 40421
T 

AF503496 98, 79 
* = pourcentage de similarité le plus élevé. 
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Figure 8. Arbre phylogénétique basé sur l’analyse des séquences du gène codant pour l’ARNr 16S, 

montrant la relation entre l’isolat TA4 et les souches-types des espèces les plus proches du genre 

Streptomyces. La barre représente une substitution pour 1000 nucléotides. Les valeurs du Bootstrap 

(supérieures à 50 %) basées sur 1000 analyses sont indiquées au niveau des nœuds de l’arbre. 

 

IV. EFFET DE SOURCES DE CARBONES SUR L’ACTIVITE ANTIBIOTIQUE DE LA 

SOUCHE TA4  

L’effet de source de carbone sur l’activité antibiotique de l’isolat d’actinobacterie sélectionné 

TA4 a été testé par la méthode des cylindres d’agar sur le milieu ISP2 contre des bactéries, un 

champignon filamenteux et une levure pour évaluer leur potentiel de production des antibiotiques. Les 

résultats de ces tests sont consignés dans le Tableau 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Streptomyces olivaceus NRRL B-3009
T
 (JOFH01000101) 

 
Streptomyces pactum NBRC 13433

T
 (AB184398) 

 TA4  

 Streptomyces hyderabadensis OU-40
T
 (FM998652)  

Streptomyces malachitospinus NBRC 101004
T
 (AB249954)  

Streptomyces parvulus NBRC 13193
T
 (AB184326)  

 Streptomyces coeruleorubidus ISP 5145
T
 (AJ306622)  

Streptomyces malachitospinus NBRC 101004
T
 (AB249954)  

 Streptomyces lienomycini LMG 20091
T 

(AJ781353) 

 Streptomyces coelescens DSM 40421
T
 (AF503496)  

 Streptomyces rubrogriseus LMG 20318
T
 (AJ781373)  93 

89 

95 

77 
95 

67 

54 

0.001 
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Tableau 8. Effets de source de carbone sur l’activité antibiotique de la souche TA4. 

Glucides et dérivés  Activité (mm) contre 

Bacillus subtilis 

 

Staphylococcus 

aureus (MRSA) 

D-arabinose 6 10 

D-cellebiose - 3R 

D-fructose 5 11 

D-galactose - 7 

D-glucose - 7 

D-lactose 3 10 

D-maltose 5 10 

D-mannitol - 6 

D-mannose - 2 

D-melezitose 10 15 

D-melibiose 6 10 

Méso-erythritol 3 - 

Méso-inositol 10 16 

D-raffinose 7 16 

L-rhamnose - 5 

D-ribose - 5 

D-tréhalose 11 17 

Salicine 2 9 

D-sorbitol 9 13 

D-xylose 5 11 
– = absence, R= ralentissement, le diamètre de disque n’est pas inclus dans les valeurs.  

  Aucune activité n’a été  obtenue par la souche TA4 contre Klebsiella pneumoniae, Fusarium 

culmorum  et Candida albicans. 

 

L’activité de la souche TA4 est variable suivant les microorganismes-cibles et selon le milieu 

de culture (Figure 9). Aucune activité antifongique n’est enregistrée par la souche TA4 sur les 

différents milieux étudiés donc le champignon mycélien et la levure testée ne sont pas sensibles aux 

antibiotiques produits par cette souche. Par contre, son activité antibactérienne est faible à moyenne 

avec une activité maximale de 11 mm et 17 mm des diamètres d’inhibition contre Bacillus subtilis et 

Staphylococcus aureus résistante à la méticilline respectivement, obtenue sur le milieu de base 

additionné de D-tréhalose. Elle a montré une activité contre les bactéries à Gram positif seulement 

mais pas contre la bactérie à Gram négatif, le champignon ou la levure testés.  
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Figure 9. Effet de différentes sources de carbone sur l’activité antibactériennes de la souche TA4 

contre Staphylococcus aureus résistante à la méticilline 639c. 

 

V. CINETIQUE DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE, PRODUCTION ET 

EXTRACTION DES COMPOSES ACTIFS DE LA SOUCHE TA4  

L’évolution de l’activité antibactérienne est testée contre Staphylococcus aureus résistante à la 

méticilline 639c, sur le milieu ISP2 liquide pendant 10 jours d’incubation. Elle est suivie 

quotidiennement par la méthode de diffusion de puits, également par la méthode de diffusion des 

disques de papiers imbibés par les extraits organiques aux dichlorométhane et à l’acétate d’éthyle 

(Figure 10).  
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Figure 10. Cinétique de l’évolution de l’activité antibactérienne dans le milieu ISP2 liquide, contre 

Staphylococcus aureus résistante à la méticilline 639c.  

Filtrat: activité du filtrat (méthode de diffusion de puits); AE: extrait à l’acétate d’éthyle et DI: extrait au 

dichlorométhane (méthode de diffusion des disques de papiers. Les diamètres des puits et des disques ne sont 

pas inclus dans les valeurs des zones d’inhibition. 

 

L’activité antibactérienne de la souche TA4 contre Staphylococcus aureus résistante à la 

méticilline 639c débute à partir de 2
ème

 jour d’incubation pour l’extrait aqueux et à partir de premier et 

de 3ème jour d’incubation pour les extraits organiques de l’acétate d’éthyle et le dichlorométhane 

respectivement, elles atteignent leurs maximums au même 5
ème

 jour d’incubation. Au de là, l’activité 

antibactérienne de l’extrait aqueux ne diminue que légèrement (presque reste stable) par contre les 

activités antibactériennes des extraits organiques diminuent, Ces activités restent persistantes jusqu’à 

la fin de l’incubation (Figures 11 et 12). 

Les deux solvants utilisés (l’acétate d’éthyle et le dichlorométhane) permettent l’extraction des 

antibiotiques produits par l’actinobacterie TA4 dans le milieu ISP2 liquide. Ils extraient l’activité 

contre Staphylococcus aureus résistante à la méticilline 639c mais l’acétate d’éthyle extrait légèrement 

mieux les antibiotiques par rapport au dichlorométhane.  
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Figure 11. Cinétique de l'activité antibiotique de la souche TA4 contre Staphylococcus aureus 

résistante à la méticilline 639c par la méthode de diffusion des puits pendant 10 jours. 

 

 

Figure 12. Activité antibactérienne des extraits à l’acétate d’éthyle (A) et au dichlorométhane (B) au 

5
ème

 jour d’incubation  contre Staphylococcus aureus résistante à la méticilline 639c. 

 

VI. ANALYSE PAR HPLC ET SPECTROPHOTOMETRE UV-VISIBLE  

L’analyse des antibiotiques de l’extrait à l’acétate d’éthyle (60µl) obtenu au jour de la 

production maximal (5
ème

 jour) est réalisée par chromatographie liquide à haute performance (HPLC) 

montre la présence de deux composés majoritaires nommés A et B élués respectivement après 21 et 24 

min à 100 % de méthanol (Figure 13). 

Le spectre UV-visible montre des maxima d’absorption entre 270 et 280 nm (Figures 14 et 15). 
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Figure 13. Profile d’élution en HPLC (obtenue à 220 nm) de l’injection de l’extrait à l’acétate 

d’éthyle. 

 

 

 

Figure 14. Spectre d’absorption dans l’UV-visible de l’antibiotique A de la souche TA4. 

 

 

Figure 15. Spectre d’absorption dans l’UV-visible de l’antibiotique B de la souche TA4. 



Résultats et discussions 
 

47 
 

DISCUSION 

Le pourcentage de similitude de la souche TA4 avec les espèces Streptomyces olivaceus est S. 

pactum est égale à 99,79 % (manuel de Bergy, 2012). Il est supérieur à la limite de séparation entre les 

espèces (98,65%) (Kim et al., 2014). Cependant, les deux espèces S. olivaceus et S. pactum partagent 

une similarité de 100% de leurs ADNr 16S, ce qui ne laisse suggérer que la souche TA4 pourrait 

constituer une nouvelle espèce, sous réserve d’une hybridation ADN-ADN avec les espèces les plus 

proches. Ce résultat est soutenu par les différences physiologiques de la souche TA4 avec ces deux 

espèces. La souche TA4 utilise l’arabinose, la xylose, le mannitol, le rhamnose, le raffinose et le  

meso-inositol comme seules source de carbone par contre l’espèce S. pactum n’utilise aucun de ces 

sucres et l’espèce S. olivaceus n’utilise pas les deux derniers sucres (nous notons que peu de données 

sont disponibles pour le profil physiologique de S. olivaceus) (manuel de Bergy, 2012).  

 

La variabilité de l’activité de la souche TA4 selon les microorganismes-cibles et selon le milieu 

de culture nous laisse penser à la sécrétion de plus d’un antibiotique par cette souche. Elle a montré 

une activité contre les bactéries à Gram positif seulement mais pas contre les bactéries à Gram négatif 

ce qui en soi un phénomène connu (Prescott, 2007), mais ces résultats ne corrobore pas avec ce qui est 

cité dans la littérature pour les souches de Streptomyces connues pour leurs spectre d’action large 

(Thakur et al., 2007; Valanarasu et al., 2008; Duraipandiyan et al., 2010).  

Ces résultats sont largement inférieurs avec ceux obtenus sur le milieu ISP2 car la souche TA4 

est fortement active sur ce milieu contre les bactéries à Gram positif: Staphylococcus aureus résistante 

à la méticilline 639c et Bacillus subtilis ATCC 6633 avec des diamètres d’inhibition de 30 et 22 mm, 

respectivement. Donc aucune amélioration de la production des antibiotiques n’est obtenue avec la 

variation des sources de carbone, mais cela n’exclu pas la possibilité que cette souche produit d’autres 

antibiotiques différents de ceux produits sur le milieu ISP2 (cela peut être vérifié par HPLC et par les 

études spectrophotométriques). 

L’activité antibiotique (antibactérienne) de la souche TA4 est meilleure sur le milieu ISP2 

(riche en extrait de malt 10g/l) que sur d’autres milieux utilisés pour cette étude (exempte d’extrait de 

malt), il est donc évident que les composants de l’extrait de malt aient joué un rôle important dans 

l’augmentation de cette activité sur milieu ISP2. Il se pourrait aussi que la grande quantité des sucres 

dans le milieu de base (10 g/l) ait joué un rôle néfaste. En effet, selon plusieurs auteurs, tels que 

Kominek (1972), Hurley et Bialek (1974) et Kennel et Demain (1978), Kimura (1980),  pour la plupart 

des microorganismes producteurs d’antibiotiques, le glucose, source de carbone rapidement 

assimilable (utilisé pendant le métabolite primaire), exerce à une certaine concentration une répression 

catabolique sur la production d’antibiotiques tels que l’actinomycine, la bacitracine, la céphalosporine 



Résultats et discussions 
 

48 
 

C, le chloramphénicol, la kanamycine, la pénicilline, etc. Pour une concentration de 10 g/l de glucose, 

Zitouni (2005) a montré un effet répressif de ce sucre sur la production d’antibiotiques nucléosidiques, 

mais pas sur les macrolides. 

Par ailleurs, nos résultats montrent que des activités antibactériennes moins importantes mais  

relativement appréciables ont été obtenues en utilisant le D-tréhalose (11 et 17 mm contre Bacillus 

subtilis ATCC 6633 et Staphylococcus aureus résistante à la méticilline 639c respectivement) et le 

fructose (5 et 11 contre Bacillus subtilis ATCC 6633 et Staphylococcus aureus résistante à la 

méticilline 639c respectivement), ce qui concorde avec les résultats obtenus par Islam et al. (2009). 

Certains travaux rapportent en effet, que la biosynthèse de l’activité antimicrobienne est meilleure en 

présence de fructose, tel que la production d’oléandomycine par Streptomyces antibioticus (Vilches et 

al., 1990), d’actinomycine -D par S. halstedii (Praveen et al., 2008), de néomycine par S. fradiae 

NCIM2418 (Vastrad et al., 2011). En contre partie, d’autres travaux rapportent une réduction ou même 

une absence de production en présence du fructose (Thakur et al., 2009 ; Gunda et al., 2013). 

Les différentes sources de carbone sont communément utilisées comme substrats de croissance 

pour produire par fermentation, des antibiotiques, des enzymes et d’autres métabolites secondaires. 

Cependant, cette  production peut  être parfois limitée en raison de l’effet négatif exercé par certaines 

d’entre elles (Sanchez et Demain, 2002). La production spécifique de métabolites secondaires s’avère 

souvent meilleure avec une source de carbone complexe, plus difficilement métabolisable comme les 

polysaccharides (amidon) (Lebrihi et al., 1988; Lounès et al.,1995), que sur une source de carbone 

rapidement assimilable telle que le glucose. En effet, pour la plupart des microorganismes producteurs, 

une source de carbone rapidement assimilable exerce une action négative sur la production (Martin  

and  Demain, 1980; Larpent et Sanglier, 1989). Dans ce cas, la production des antibiotiques commence 

après que la source de carbone favorisant une croissance rapide soit entièrement métabolisée. 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’ISP2 a été en général le meilleur milieu de culture pour la production d’antibiotiques, comme 

l’ont souligné Badji (2006) et Boudjella (2007), qui ont testé presque une dizaine de milieux à cet 

effet. 

Les expériences de la production des antibiotiques de la souche TA4 ont été effectuée sur 

milieu ISP2 liquide (à base d’extrait de levure, d’extrait de malt et de glucose) en raison des résultats 

d’activité satisfaisants obtenus par cette souche sur ce milieu lors des testes d’antagonismes par rapport 

au autre milieu utilisés lors de l’étude de l’effet de sources de carbone sur l’activité antibiotique de la 
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même souche. L’évolution de l’activité antimicrobienne est testée contre Staphylococcus aureus 

résistante à la méticilline 639c pendant 10 jours d’incubation. 

Une diminution de l’activité a été notée pour les extraits organiques par rapport au filtrat de 

culture. Cette diminution des activités est probablement due à la nature hydrophile des antibiotiques 

produits par la souche TA4 à partir de 5
ème

 jour et qui ne sont pas extractible par des solvants peu ou 

moyennement polaires.  

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) et ceci s’est confirmé dans notre cas, contrairement par exemple n-butanol (Badji, 2006), et ce, 

pour faciliter le processus de purification par HPLC. De ce fait, l’acétate d’éthyle a été retenu comme 

meilleur solvant d’extraction du filtrat de culture de la souche TA4. Ce solvant est connu pour son 

pouvoir d'extraction élevé.  

 

Les deux cinétiques confirment que le cinquième jour est le jour optimal de production des 

antibiotiques par la souche TA4. Ce temps d’incubations est souvent rapporté dans la littérature 

comme temps nécessaire pour la production des antibiotiques et il correspond dans la majorité des cas 

à au début de la phase de déclin (Zitouni, 2005; Badji, 2006). 

 

L’analyse par HPLC de l’extrait à l’acétate d’éthyle au 5
ème

 jour d‘incubation de la culture de la 

souche TA4 montre la présence de deux composés nommés A et B après 21 et 24 min d’élution 

respectivement ce qui confirme la nature hydrophobe de ces antibiotiques.  

 

Le spectre UV-visible montre des maxima d’absorption entre 270 et 280 nm ce qui suggère la 

présence de produits aromatiques ou hétérocycliques.  

 

Les espèces les plus proche de la souche TA4 sont connues pour la production de plusieurs 

antibiotiques comme l’elloramycine produit par S. olivaceus (Drautz et al., 1985) et la pactamycine 

produite par S. pactum (Bhuyan, 1962). 

 L'elloramycine est un médicament antitumoral (qui possède une structure proche des 

anthracyclines), un nouveau antibiotique produit par Streptomyces olivaceus, actif contre une variété 

des bactéries à Gram positive spécialement les streptomycètes et les cellules souches de la leucémie 

(Drautz, 1985). 
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Il y a plus de cinquante ans, la pactamycine a été isolée en tant qu’agent antitumoral potentiel. 

Il a été réalisé plus tard qu’il s’agissait en fait d’un agent antibactérien capable d’inhiber la synthèse de 

protéines lors de procédé de traduction. Récemment, il a même été démontré que certains de ses 

analogues possèdent des propriétés antiprotozoaires prometteuses (Dorich, 2013).  
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Conclusion et perspectives 

L’actinobacteriologie marines est devenue récemment un axe de recherche trés 

important et trés émergent dans le monde entiers, cela est prouvé par la richesse, la 

biodiversité des milieux marins en actinobacteries et leur potentiels de production de 

nouveaux métabolites bioactifs signalé par plusieurs chercheurs. Ces travaux ont aboutis à la 

mise en évidence d’un nombre infini d’actinobacteries appartenant à des genres fréquents 

comme Streptomyces, ou peu fréquents tels que Saccharothrix, Nocardiopsis, 

Planomonospora, Streptosporangium, Actinomadura etc., et aussi, à la découverte de 

nouvelles espèces et la description de plusieurs nouvelles molécules bioactives. 

 

Le présent travail  a comme objectif la recherche d’actinobacteries dans le milieu 

marin, la possibilité de la  mise en évidence de nouvelles espèces, ainsi que l’étude du 

potentiel antagoniste des souches isolées à produire des molécules bioactives.    

 

Notre étude a été réalisée sur 6 échantillons provenant de 3 différentes côtes d’Algérie 

(Cherchelle, Gouraya, Tipaza). L’isolement des actinobacteries sur le milieu “chitine 

vitamines agar” supplémenté d’agents sélectifs a permis d’obtenir 19 isolats. 

La caractérisation morphologique préliminaire des isolats a permis de rattacher d’une 

manière présomptive 13 isolats au genre Streptomyces, 5 isolats au genre  Nocardiopsis ou 

Saccharothrix et 1 seul isolat au genre Rhodococcus. 

 

L’étude du pouvoir antagoniste des souches d’actinobacteries isolées  a été effectuée 

par  la méthode des cylindres d’agar,  basée sur la mise en évidence de l’activité antibiotique 

des souches sur le milieu ISP2 semi  solide contre plusieurs germes-cibles. 

Les résultats de cette  méthode ont révélé un potentiel important des souches à 

produire des molécules bioactives. En effet sur les 19 souches d’actinobacteries testés, 16 se 

sont montrées actives contre au moins un germe-cible. En revanche, 3 souches n’ont présenté 

aucune activité (TB1, CA5 et TBF1). 

 Il est intéressant de noter que toutes les souches de Nocardiopsis / Saccharothrix 

présentent des activités antimicrobiennes. Ensuite viennent les souches appartenant au genre 

Streptomyces avec 84,6% des souches actives. Cependant, l’unique isolat de Rhodococcus 

(TB1) n’a montré aucune activité. 

 Cette étude a révélée qu’une souche (TA4) possède une forte activité contre deux 

bactéries à Gram positif (Staphylococcus aureus 639c résistante à la méticilline et Bacillus 
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subtilis ATCC 6633) sur le milieu ISP2 et moins importante sur 20 autres milieux 

synthétiques contenant des sources de carbones divers.  

 

Une approche polyphasique: morphologique, physiologique et moléculaire 

(séquençage de l’ADN ribosomique 16S avec une étude phylogénétique approfondie) a été 

consacrée pour la souche la plus active sur le plans antagoniste, ce qui nous a permis de la 

rapproché des espèces de Streptomyces olivaceus et S. pactum avec un pourcentage de 

similarité égale à 99,79 %.  

 

La cinétique de la production des antibactériens  par la souche TA4 par les méthodes 

de diffusion des puits et diffusion des disques de papier  suivi par des analyses par HPLC et 

détermination de longueurs d’ondes d’absorbance maximales ont montré que cette souche est 

capable de produire deux antibiotiques de nature aromatiques au cinquième jour d’incubation 

extractible par l’acétate d’éthyle. 

     Notre travail confirme une autre fois que le milieu marin est une source 

prometteuse d’actinobactéries de point de vu diversité et activité antimicrobienne. 

L’exploitation de ce potentiel pourrait répondre au besoin accru des antibiotiques surtout 

contres MRSA. 

 

Le travail effectué ouvre des perspectives multiples qui concernent: 

-L’étude moléculaire des souches d’actinobactéries isolées. 

-La détermination de l’espèce de la souche TA4 par la réalisation des hybridationsADN-ADN 

avec les espèces les plus proches. 

-La purification  des anbtibactériens produits par la souche TA4 et la détermination de leur 

structure chimique par spectrophotométrie infra-rouge et surtout par RMN (la résonance 

magnétique nucléaire du proton et du carbone 13) 

- Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI).    

- La recherche des activités biologiques autre qu’antibiotique des souches actives telles que 

les activités antitumorales et antiparasitaires. 
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ANNEXE 

MILIEUX DE CULTURE 

I. MILIEUX D’ISOLEMENT DES ACTINOBACTERIES  

1. Milieu "chitine - vitamines B "  (Hayakawa et Nonomura, 1987)  

Chitine: 2 g; K2HPO4: 0,35 g; KH2PO4: 0,15 g; MgSO4, 7H2O: 0,2 g; NaCl: 200 g, CaCO3: 0,02 

g; FeSO4, 7H2O: 10 mg; ZnSO4, 7H2O: 1 mg; MnC12, 4H2O: 1 mg; agar: 18 g; eau distillée: 

q.s.p. 1000 mL. pH = 7,2. 

 Pour ce milieu, sont ajoutés:  

* Les vitamines: thiamine-HCl, riboflavine, niacine, pyridoxine-HCl, inositol, panthoténate de 

calcium: à raison de 0,5 mg/L et biotine: 0,25 mg/L. Les vitamines sont stérilisées par filtration 

(filtre de 0,22µm)  puis dissoutes en solution aqueuse stérile avant d’être ajoutées aseptiquement au 

milieu autoclavé.  

* Une solution stérile d’un antifongique, le cycloheximide (actidione) à 50 mg/L.   

II. MILIEUX D’IDENTIFICATION DES ACTINOBACTERIES   

1. Etude morphologique  

1.1. Les milieux ISP ont été préconisés lors de l’« International Streptomyces Project » (Shirling et 

Gottlieb, 1966).   

1.1.1. Milieu ISP1 

 Extrait de levure: 3g; tryptone: 5g; agar: 15g; pH: 7,0-7,3. 

1.1.2. Milieu ISP2 

 Glucose: 4 g; extrait de levure: 4 g; extrait de malt: 10 g; agar: 20 g; eau distillée: q.s.p. 1000 m; 

pH = 7,2. Pour les halophiles, ajouter  150 g de NaCl.   

1.2. Milieu Bennett (Warren et al., 1955) 

 Glucose: 10 g; peptone: 2 g; extrait de levure: 1 g; extrait de viande: 1 g,  eau distillée: 1000 mL; 

agar: 12 g; pH = 7,3. 
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1.3. Gélose nutritive (Waksman, 1961). 

 Peptone: 5 g; extrait de viande: 1 g; extrait de levure: 2 g; NaCl: 5 g; agar: 15 g; eau distillée q.s.p. 

1000 mL. pH 7,5. 

2. Etude physiologique  

2.1. Dégradation des glucides et dérivés (Gordon et al., 1974)  

Les glucides, strilisés par filtration, sont ajoutés au milieu de culture à raison de 1% après 

autoclavage. (NH4)2 HPO4: 1 g; KH2PO4: 0,5 g; MgSO4, 7H20: 0,2 g; extrait de levure: 1g, solution 

aqueuse de rouge de phénol (0,04%): 20 mL; eau distillée: q.s.p. 1000 mL. pH = 7,2.  

- Les lectures se font par comparaison de la croissance des actinobacteries en présence des glucides 

ou en leur absence (témoin négatif) et après virage de l'indicateur coloré du rouge-rose au jaune.  

2.2. Utilisation des acides aminés comme seules sources de carbone et d’azote  

Le milieu utilisé est le même que celui employé pour la dégradation des glucides, mais sans extrait 

de levure et (NH4)2 HPO4. 

2.3. Dégradation de l'adénine, de la guanine, de la tyrosine, de l'hypoxanthine et de la 

xanthine (Goodfellow, 1971; Gordon et al., 1974 ) 

0,4 g de chaque composé (sauf pour la guanine: 0,2) est suspendu dans 10 mL d'eau distillée et 

stérilisé. La suspension est ajoutée à 100 mL de gélose nutritive stérile et maintenue en surfusion à 

50°C.       

* gélose nutritive: peptone: 5 g; extrait de viande: 1 g; extrait de levure: 2 g; agar: 15 g; eau 

distillée: q.s.p. 1000 mL. pH = 7,5.  

 * La dégradation se manifeste par une auréole claire autour des colonies.  

2.4. Dégradation de la caséine du lait (Gordon et al., 1974)  

10 g de lait en poudre écrémé sont dissous dans 100 mL d'eau distillée (pH = 7,5), puis stérilisés à 

l'autoclave. 100 mL d'eau distillée (pH = 7,5) contenant 150 g de NaCl et 3,6 g d'agar sont 

parallèlement autoclavés. Ces deux solutions sont mélangées aseptiquement puis coulées en boîtes 

de Pétri stériles. 

- L'apparition d'une auréole claire autour des colonies indique la dégradation de la caséine.  
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2.5.- Dégradation de la gélatine (Marchal et Bourdon, 1973)  

Composition: 4 g de gélatine pour 100 mL de gélose nutritive contenant 150 g de NaCl.  

- Le réactif de Frazier permet de mettre en évidence la dégradation de la gélatine (auréole claire 

autour des colonies).  

-gélose nutritive: peptone: 5 g; extrait de viande: 1 g; extrait de levure: 2 g; agar: 15 g; eau 

distillée: q.s.p. 1000 mL. pH = 7,5.  

2.6.- Dégradation de l'amidon (Marchal et Bourdon, 1973)  

Composition: 10 g d'amidon pour 100 mL de gélose nutritive contenant 150 g de NaCl. Une 

solution de Lugol permet de mettre en évidence la dégradation.  

2.7.- Dégradation du Tween 80 (Sierra, 1957)  

Composition: NaNO3: 1 g; extrait de levure: 5 g; solution saline: 50 mL; CaCl2, 2H2O: 0,1 g; 

Tween 80: 10mL; eau distillée: q.s.p. 1000 mL; agar: 18 g. pH = 7,2.      

 * solution saline: K2HPO4: 0,25 g; MgSO4, 7H2O: 0,125 g; NaCl: 150 g; FeSO4, 7H2O: 0,001 g; 

MnSO4: 0,001 g; eau distillée: q.s.p. 50 mL La dégradation du Tween 80 se manifeste par une 

auréole opaque autour des colonies. 

2.8.- Dégradation de l’esculine et de l’arbutine (Marchal et Bourdon, 1987)  

Esculine (ou arbutine): 1 g; citrate de fer ammoniacal: 1 g; peptone: 10 g; agar: 18 g; eau distillée 

q.s.p. 1000 ml. pH 7.  

La dégradation de ces 2 hétérosides se manifeste par l’apparition d'un pigment brun à noir autour 

des colonies. 

 

III. MILIEUX DE PRODUCTION D’ANTIBIOTIQUES   

1.- Milieu ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966) 

Composition: Glucose: 4 g; extrait de levure: 4 g; extrait de malt: 10 g; eau distillée: q.s.p. 1000 

ml. pH 7  à 7,2.  
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Résumé 35 

Une nouvelle souche, désignée TA4, a été isolée d’un échantillon de l’eau de mer prélevé de 36 

la cote de Tipaza (36°35’ Nord, 2°26’ Est) par la méthode de suspension dilution, après un 37 

étalement sur le milieu chitine-vitamines agar additionné d’un agent antifongique (actidione à 38 

50 mg/l). L’étude taxonomique basée sur les critères morphologique, physiologique et 39 

moléculaire a rapproché cette souche des espèces de Streptomyces olivaceus et S. pactum. 40 

L’étude de l’activité antimicrobienne sur milieu ISP2 solide révèle que la souche TA4 41 

possède une forte activité contre deux bactéries à Gram positif (Staphylococcus aureus 639c 42 

résistante à la méticilline et Bacillus subtilis ATCC 6633). La cinétique de la production de 43 

l’activité antibactérienne par la méthode de diffusion par des puits suivie pendant 10 jours sur 44 

le milieu ISP2 liquide a montré que l’incubation pendant 5 jours donne une meilleure activité. 45 

Ce résultat a été confirmé par une deuxième cinétique par la méthode de diffusion de disque 46 

de papiers imbibés par les extraits à l’acétate d’éthyle et au dichlorométhane. La deuxième 47 

cinétique montre aussi que la plus grande activité antibactérienne a été obtenue avec l’extrait 48 

à l’acétate d’éthyle. L’analyse par HPLC de cet extrait montre la présence de deux composés 49 

hydrophobes et le spectre UV-visible montre qu’ils sont de nature aromatique ou 50 

hétérocyclique. 51 

Mot clés: Biotope marin, Streptomyces, taxonomie, activité antibactérienne. 52 

 53 

Abstract  54 

A new strain, designated TA4, was isolated from a sea water sample collected alongshore of 55 

Tipaza (36°35’ North, 2°26’52.8 East) by a serial dilution method, and then spreaded on 56 

chitine-vitamines agar medium supplemented with an antifungal agent (actidione at 50 mg/l). 57 

The taxonomic study based on the morphological, physiological and molecular criteria 58 

showed that this strain is closely related to Streptomyces olivaceus and S. pactum. The study 59 

of the antimicrobial activity on ISP2 solid medium showed that this strain presents a strong 60 

activity against two Gram positive bacteria (methicillin resistant Staphylococcus aureus 639c 61 

and Bacillus subtilis ATCC 6633). The kinetic of the production of antibacterial activity by 62 

wells diffusion method during 10 days in ISP2 liquid medium showed that incubation for 5 63 

days gives the best activity. This result was confirmed by a second kinetic by diffusion 64 

method using paper discs impregnated with the extracts of ethyl acetate and dichloromethane. 65 

The second kinetic also showed that the highest antimicrobial activity was obtained with the 66 

ethyl acetate extract. The HPLC analysis of this extract showed the presence of two 67 
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hydrophobic compounds and the the UV spectrum showed that they are aromatic or 68 

heterocyclic in nature. 69 

Keywords: Marine biotope, Streptomyces, taxonomy, antibacterial activity. 70 

 71 

 72 

1. Introduction 73 

Les actinobactéries sont des bactéries à Gram positif avec un pourcentage de G+C 74 

supérieur à 55 % et qui forment un groupe homogène sur la base des données de la biologie 75 

moléculaire (Manuel de Bergey, 2012). L’actinobactériologie marine est devenu récemment 76 

l’un des principaux domaines de recherche émergents dans le monde entier (Sivakumar et al., 77 

2007). Les actinobactéries marines se produisent sur les sédiments et dans l'eau et également 78 

sur d'autres biomasses et substrats. Cependant, il n'a pas encore été résolu si ces micro-79 

organismes font partie de la communauté autochtone microbienne marine, originaire de terre 80 

comme habitat ou ils sont simplement portés à la mer sous forme de spores résistantes 81 

(Larpent et Sanglier, 1989; Goodfellow et Haynes, 1984; Bull et al., 2000).  82 

La recherche sur la biodiversité des actinobactéries marine est non seulement 83 

importante pour les études de base (taxonomie et perspectives écologiques), mais également 84 

nécessaire pour leur exploitation (composés bioactif commercialisés, agents anti-tumoraux et 85 

enzymes d'intérêt industriel) (Takizawa et al., 1993; Mincer et al., 2002; Stach et al., 2003). 86 

Ces avantage sont assurés par la diversité de biotope marin qui a exercé une force motrice sur 87 

la sélection des bactéries menant à des nouvelle stratégies d’adaptation et à la synthèse de 88 

nouveaux bio-métabolite actifs (Jensen et Fenical 1996; De Carvalho et Pedro 2010). 89 

Depuis la découverte de l'actinomycine, de nombreuses études ont été réalisés, 90 

plusieurs genres ont été découverts mais le genre Streptomyces d'origine marine a été plus 91 

fréquemment enregistré, approximativement, plus de deux tiers des milliers d'antibiotiques 92 

naturels ont été isolés principalement à partir de ce genre (Omura, 1992). 93 

Plusieurs travaux dans la littérature sur l'isolement des actinobactéries de sédiments et 94 

eaux marins ont suggéré que ces habitats peuvent être utiles pour l'isolement d’un nombre 95 

indéfini d’actinobactéries à potentiel important pour la production de nouveaux produits 96 

utiles. Dans ce contexte, une nouvelle souche de Streptomyces a été isolée à partir de l’eau de 97 

mer de la cote de Tipaza qui a été étudiée de point de vue taxonomique et propriété 98 

antagoniste. 99 

 100 
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2. Matériel et méthodes 101 

 102 

2.1. Echantillonnage et isolement de la souche TA4 103 

Le prélèvement de l’échantillon d’eau a été réalisé manuellement au niveau de la cote 104 

de Tipaza (36°35’ Nord, 2°26’ Est). L’échantillon a été prélevé dans un flacon de 1,5 litres, en 105 

verre (préalablement lavé et soigneusement rincé pour éliminer toute trace d’un éventuel 106 

détergeant, séché et stérilisé à l’autoclave 120 °C pendant 20 min) puis remplis, laisser 107 

renouveler plusieurs fois le contenu, en suite fermer hermétiquement sans laisser de bulles 108 

d’air dans le flacon. L’échantillon est transporté au cours de la même journée dans une 109 

glacière (4 °C) et analysé avant 24 h. 110 

Une souche désignée TA4 a été isolée par la méthode de suspension dilution et 111 

étalement sur le milieu chitine-vitamines agar (Ch-V) (Hayakawa et Nonomura, 1987) 112 

additionné d’un agent antifongique (actidione à 50 mg/l) afin d’inhiber la croissance des 113 

champignons présents dans l’eau de mer. La conservation a été faite sur le milieu ISP2 114 

(Shirling et Gottlieb, 1966) en tube inclinée à 4 °C. 115 

 116 

2.2. Etude morphologique 117 

Les caractéristiques morphologiques et culturaux de la souche TA4 ont été étudiées 118 

sur plusieurs milieux: International Streptomyces Project ISP1 et ISP2 (Shirling et Gottlieb, 119 

1966), Bennett (Warren et al., 1955) et gélose nutritive (Waksma, 1961). La croissance, la 120 

couleur des mycélia aérien et du substrat et la production des pigments solubles de la souche 121 

TA4 ont été étudié à l’œil nu en utilisant une charte de couleur (Color Name Chart Illustrated 122 

with Centroid Color: ISCC-NBS) (Kelly et Judd, 1976) après 21 jours d’incubation à 30 °C. 123 

La micromorphologie de la souche a été déterminée par un microscope optique 124 

(grossissements: × 10 et × 40). 125 

 126 

2.3. Etude physiologique 127 

Les tests utilisés pour la caractérisation de la souche TA4 sont basés sur la méthode de 128 

Locci (1989), elle concerne l’assimilation de vingt glucides et dérivés comme seules sources 129 

de carbone effectués selon la méthode décrite par Gordon et al. (1974) et la dégradation de 130 

onze composés organiques effectués selon les méthodes préconisées par Gordon et al. (1974), 131 

Marchal et al. (1987) et Goodfellow (1971). 132 

 133 

2.4. Etude moléculaire et analyse phylogénétique 134 
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L’isolat TA4 est cultivé sur milieu ISP-2 liquide (Erlenmeyer de 500 mL contenant 135 

100 mL de milieu) en agitation (250 rpm) à 30 °C pendant 5 jours. L'ADN génomique a été 136 

extrait en utilisant le kit d'extraction d’ADN (JetFlex, Allemagne). L’amplification du gène 137 

codant pour l’ARNr 16S est réalisée par Polymerase Chain Reaction (PCR) en utilisant les 138 

amorces 30.10F (5'-GAGTTTGATC-CTGGCTCA-3') et 1500R (5'-139 

AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3'), tel que décrit par Rainey et al. (1996). Le mélange 140 

réactionnel contient, pour un volume final de 50 µL: tampon PCR 1× (Tris-HCl 10 mM; KCl 141 

50 mM; pH 9,0 à 25 °C), 1,5 mM de MgC12, 200 mM de chaque dNTP, 1 mM de chaque 142 

amorce, 1,25 U de Taq polymérase et 1 µL (500 ng) d’extrait d’ADN pur. L’amplification du 143 

gène codant pour l’ARN 16S est réalisée dans un thermocycleur "Stratagene RoboCycler 144 

Gradient 96" selon le profil suivant: une étape initiale de dénaturation à 96 °C pendant trois 145 

minutes, suivie de 30 cycles d’amplification à 96 °C pendant une minute, 52 °C pendant une 146 

minute et 72 °C pendant deux minutes. À la fin des cycles, une étape finale consiste à 147 

maintenir le mélange réactionnel à 72 °C pendant dix minutes, lequel est ensuite refroidi à 4 148 

°C. Les amplifiants obtenus sont détectés par électrophorèse sur gel d’agarose et visualisés 149 

sous ultraviolet (UV) après ajout de bromure d’éthidium. La séquence déterminée du gène 150 

codant pour l’ARN 16S est déposée dans GenBank sous le numéro d’accession KX113521. 151 

Elle a été comparée aux séquences homologues d’espèces microbiennes de référence 152 

répertoriées dans le serveur EzTaxon-e (disponible sur le site Internet: http://eztaxon-153 

e.ezbiocloud.net/) ( Kim et al., 2012). 154 

L’analyse phylogénétique est réalisée en utilisant un logiciel inclus dans MEGA 155 

version 6.0 (Tamura et al., 2013). La séquence du gène codant pour l’ARN 16S de l’isolat 156 

TA4 est alignée grâce au programme CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Le calcul des 157 

matrices des distances d’évolution est réalisé par la méthode de Jukes et Cantor (1969) et la 158 

construction de la topologie de l’arbre phylogénétique est faite par l’algorithme du "neighbor-159 

joining" (Saitou et Nei, 1987). La validation statistique des liens phylogénétiques établis est 160 

effectuée par le test du Bootstrap dont les valeurs sont basées sur le résultat de 1000 analyses 161 

(Felsenstein, 1985). 162 

 163 

2.5. Mise en évidence de l’activité antibactérienne de la souche TA4 sur milieu solide 164 

complexe 165 

L’étude du pouvoir antagoniste de la souche TA4 a été évaluée par la méthode des 166 

cylindres d’agar sur le milieu ISP2 contre deux bactéries à Gram positif (Staphylococcus 167 

aureus 639c résistante à la méticilline et Bacillus subtilis ATCC 6633), deux bactéries à Gram 168 

http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/
http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/
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négatif (Escherichia coli ATCC 10536 et Pseudomonas aeruginosa CIP A22) trois 169 

champignons filamenteux (Umbelopsis ramaniana NRRL 1829, Aspergillus carbonarius 170 

M333 et Fusarium culmorum) et une levure (Candida albicans IPA 200). Toutes ces souches 171 

cibles proviennent de la collection de Laboratoire de Biologie des Systèmes Microbiens 172 

(LBSM) de l’Ecole National Supérieure (ENS) de Kouba d’Algérie. 173 

Des cylindres d’agar de 10 mm de diamètre ont été découpés du milieu ISP2 solide 174 

antérieurement ensemencés par l’isolat TA4 en stries très serrées et d’une manière homogène, 175 

après 10 jours d’incubation à 30 °C. Ensuite déposés sur la surface du milieu ISP2 semi solide 176 

préalablement ensemencé par les germes cibles cités auparavant chacun seul, puis incubées à 177 

30 °C pendant 24 à 72 h. La lecture des résultats est réalisée par la mesure des zones 178 

d’inhibition (zone claire) autour des cylindres d’actinobactérie (le diamètre de disque inclus). 179 

 180 

2.6. Cinétique de l’activité antibactérienne, production et extraction de composés actifs 181 

de la souche TA4 182 

La souche productrice TA4 a été ensemencée dans le milieu ISP2 liquide selon la 183 

méthode décrite par Xinxuan et al. (2010) et incubée dans un shaker à 30 °C et 250 rpm 184 

pendant 48 h, 3 mL de pré-cultures ont été prélevés et transféré vers des erlenmeyers de 500 185 

mL contenant chacun 100 mL de même milieu, les cultures sont incubés pendant 10 jours 186 

dans les mêmes conditions de température et de rotation que les pré-cultures. 187 

L’évolution de l’activité antimicrobienne est testée contre Staphylococcus aureus 188 

résistante à la méticilline sur le milieu ISP2 semi solide, elle est suivie quotidiennement par la 189 

méthode de diffusion de puits préconisée par Aszalos (1986). L’activité biologique est suivis 190 

également par la méthode de diffusion des disques de papiers imbibés par les extraits 191 

organiques aux dichlorométhane et à l’acétate d’éthyle ayant un index de polarité 192 

respectivement de 3,1 et 4,4. Les extraits ont été préparés par mélange de 6 mL de filtrat de 193 

culture prélevé chaque 24 h (obtenu par centrifugation) avec le même volume du solvant. Les 194 

extraits organiques sont concentrés à sec puis récupérés respectivement dans 120 µL de 195 

méthanol dont 60 µL ont été utilisés pour imbiber des disques de 6 mm de diamètre. 196 

 197 

2.7. Analyse par HPLC et Spectrophotomètre UV-visible 198 

L’analyse des antibiotiques de l’extrait à l’acétate d’éthyle (60 µL restant de l’extrait 199 

utilisée pour la cinétique) obtenu au jour de la production maximale est réalisée par 200 

chromatographie liquide à haute performance (HPLC) dans un gradient continu et linéaire, 201 

allant de 60 à 100 % de méthanol dans l’eau bidistilée pendant 15 min puis en isocratique 202 
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dans 100 % de méthanol pendant 30 min. Le débit de l’éluant est de 1,5 mL/min et la 203 

détection se fait à 220 nm.  204 

Le spectre UV a été enregistrée pour les sommets des piques obtenus dans le profile 205 

HPLC de cet extrait.  206 

 207 

3. Résultats et discussions 208 

 209 

3.1. Taxonomie et caractéristiques de la souche TA4 210 

L’isolat TA4 a une bonne croissance sur tous les milieux de cultures utilisés. Le 211 

mycélium aérien est blanc sur ISP1, brun grisâtre clair sur ISP2, gris clair sur gélose nutritive 212 

et Bennett. Le mycélium de substrat est jaune claire à jaune orangé modérée sur ISP1 et brun 213 

olive modérée sur ISP2, gélose nutritive et Bennett. Aucun pigment diffusible n’est secrété. Il 214 

possède des chaines de spores en spirale (Figure 1) typique du genre Streptomyces (Bergy’s 215 

manuel, 2012). 216 

 217 

 218 

Figure 1. Micromorphologie en microscopie optique de l’isolat TA4 cultivé pendant trois 219 

semaines à 30 °C sur le milieu ISP2 (G × 40 avec effet de zoom). 220 

 221 

L’alignement de la séquence du gène qui code pour l’ARNr 16S de cette souche dans 222 

EzTaxon-e a confirmé son appartenance au genre Streptomyces. Elle a montré une similitude 223 

de 99,79 % avec les espèces Streptomyces olivaceus est S. pactum (Bergy’s manuel, 2012) 224 

(Figure 2). Ce Pourcentage est largement supérieur à 98,65 % la limite de séparation entre les 225 

espèces (Kim et al., 2014). Il faut cependant noter qu’un taux d’homologie compris entre 226 

98,65 % et 100 % n’indique pas nécessairement que l’espèce soit identique, surtout si cette 227 

dernière fait partie d’un genre comptant un grand nombre d’espèces comme c’est le cas pour 228 
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le genre Streptomyces. En plus, les deux espèces les plus proches S. olivaceus et S. pactum 229 

partagent une similarité de 100 % de leurs ARNr 16S (Bergy’s manuel, 2012), ce qui laisse 230 

suggérer que la souche TA4 pourrait constituer une nouvelle espèce, sous réserve d’une 231 

hybridation ADN-ADN avec les espèces les plus proches. Ce résultat est soutenu par les 232 

différences physiologiques de la souche TA4 avec ces deux espèces.  233 

  234 

 235 

Figure 2. Arbre phylogénétique basé sur l’analyse des séquences du gène codant pour l’ARNr 236 

16S, montrant la relation entre l’isolat TA4 et les souches-types des espèces les plus proches 237 

du genre Streptomyces. La barre représente une substitution pour 1000 nucléotides. Les 238 

valeurs du Bootstrap (supérieures à 50 %) basées sur 1000 analyses sont indiquées au niveau 239 

des nœuds de l’arbre. 240 

 241 

La souche TA4 utilise l’arabinose, le xylose, le mannitol, le rhamnose, le raffinose et 242 

le meso-inositol comme seules source de carbone, par contre l’espèce S. pactum n’utilise 243 

aucun de ces sucre et l’espèce S. olivaceus n’utilise pas les deux dernier sucres (nous notons 244 

que peu de données sont disponibles pour le profil physiologique de S. olivaceus) (Bergy’s 245 

manuel, 2012). Le détail de la physiologie de la souche TA4 est donné dans le tableau 1. 246 

 247 

 248 

 249 

 250 

 Streptomyces olivaceus NRRL B-3009
T
 (JOFH01000101) 

 
Streptomyces pactum NBRC 13433

T
 (AB184398) 

 TA4  

 Streptomyces hyderabadensis OU-40
T
 (FM998652)   

Streptomyces malachitospinus NBRC 101004
T
 (AB249954)  

Streptomyces parvulus NBRC 13193
T
 (AB184326)   

  Streptomyces coeruleorubidus ISP 5145
T
 (AJ306622)   

Streptomyces malachitospinus NBRC 101004
T
 (AB249954)  

  Streptomyces lienomycini LMG 20091
T  

(AJ781353) 

  Streptomyces coelescens DSM 40421
T
 (AF503496)  

  Streptomyces rubrogriseus LMG 20318
T
 (AJ781373)  93 

89 

95 

77 
95 

67 

54 

0.001 
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Tableau 1. Caractéristiques physiologiques de l’isolat TA4. 251 

Tests physiologiques TA4 

Dégradation de:  

Adénine, Amidon, Arbutine, Caséine, Gélatine, Guanine, Hypoxanthine, L-tyrosine, 

Tween 80 et Xanthine 

 

+ 

Esculine - 

Utilisation de:  

L-Arabinose, Cellobiose, D-Fructose, D-Galactose, D-Glucose, Inositol, Lactose, 

D-mannitol, D-Mannose, Maltose, Mélibiose, Mélézitose, Raffinose, Ribose, L-

Rhamnose, D-Xylose, Salicine, D-Sorbitol et Tréhalose 

 

+ 

 252 

3.2. Mise en évidence de l’activité antibactérienne de la souche TA4 sur milieu solide 253 

complexe 254 

La souche TA4 est fortement active contre les bactéries à Gram positif 255 

(Staphylococcus aureus résistante à la méticilline 639c et Bacillus subtilis ATCC 6633) avec 256 

des diamètres d’inhibition de 40 et 32 mm, respectivement; en revanche, aucune activité n’est 257 

enregistrée contre les bactéries à Gram négatif ce qui en soi un phénomène connu (Prescott, 258 

2007). Les champignons mycéliens et la levure testés ne sont pas sensibles aux antibiotiques 259 

produits par la souche TA4 ce qui ne corrobore pas avec ce qui est cité dans la littérature pour 260 

les souches de Streptomyces connues pour leurs spectre d’action large (Duraipandiyan et al., 261 

2010; Thakur et al., 2007; Valanarasu et al., 2008). Le genre Streptomyces prédomine le reste 262 

des genres du phylum d’Actinobacteria dans le nombre d’antibiotiques produits (Omura, 263 

1992). 264 

 265 

3.3. Cinétique de l’activité antibactérienne  266 

Le suivi de l’activité de filtrat de culture de la souche TA4 contre S. aureus a montré 267 

que la production des antibiotiques commence le 2
ème

 jour est atteint son maximum (avec un 268 

diamètre d’inhibition de 32 mm) au 5
ème

 jour. L’activité reste stable entre le 5
ème

 et le 10
ème

 269 

jour (Figure 3).  270 
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 271 

Figure 3. Cinétique de l’évolution des activités antibactérienne dans le milieu ISP2 liquide, 272 

contre Staphylococcus aureus résistante à la méticilline 639c. L’activité est suivie par la 273 

méthode de diffusion de puits (Filtrat) et de diffusion des disques de papiers (AE: extrait à 274 

l’acétate d’éthyle et DI: extrait au dichlorométhane). Les diamètres des puits et des disques ne 275 

sont pas inclus dans les valeurs des zones d’inhibition. 276 

 277 

La cinétique de l’activité antibiotique extraite avec le dichlorométhane et l’acétate 278 

d’éthyle confirme que le 5
ème

 jour est le jour de la production maximale des antibiotiques 279 

extractibles par ces deux solvants. Cependant, et contrairement à la cinétique de filtrat de 280 

culture, une diminution de l’activité biologique est enregistrée à partir de 6
ème

 jour 281 

d’incubation (Figure 3). Cela est probablement dû à la nature hydrophile des antibiotiques 282 

produits par la souche TA4 à partir de 6
ème

 jour qui ne sont pas extractible avec les solvants 283 

utilisés. 284 

L’analyse par HPLC de l’extrait à l’acétate d’éthyle au 5
ème

 jour d’incubation de la 285 

culture de la souche TA4 montre la présence de deux composés majoritaires nommés A et B 286 

élués respectivement après 21 et 24 min à 100 % de méthanol (Figure 4), ce qui confirme la 287 

nature hydrophobes des antibiotiques extraits. 288 
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 289 

Figure 4. Profile d’élution en HPLC (obtenue à 220 nm) de l’injection de l’extrait à l’acétate 290 

d’éthyle. 291 

 292 

Le spectre UV-visible montre des maxima d’absorption entre 270 et 280 nm (Figures 293 

5 et 6) ce qui suggère la présence de produits aromatiques ou hétérocycliques. 294 

 295 

 296 

Figure 5. Spectre d’absorption dans l’UV-visible de l’antibiotique A de la souche TA4. 297 

 298 
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 299 

Figure 6. Spectre d’absorption dans l’UV-visible de l’antibiotique B de la souche TA4. 300 

Les espèces les plus proches de la souche TA4 sont connues pour la production de 301 

plusieurs antibiotiques comme l’elloramycine produit par S. olivaceus (Drautz et al., 1985) et 302 

la pactamycine produite par S. pactum (Bhuyan, 1962). 303 

 304 
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