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    Les bactéries de la famille des Actinomycètes sont des Gram-positives formant généralement 

des hyphes ramifiés et des spores asexuées. La chimie de leur paroi, en particulier celle du 

peptidoglycane, la séquence de l'ARNr 16S et la forte teneur en G+C de leur ADN (70%) sont 

également caractéristiques de cette famille, dont de nombreuses espèces jouent un rôle important 

au niveau de la minéralisation des sols et sont la source principale de métabolite secondaire 

biologiquement actif (Ensign et al., 1993 ; Ait Barka E et al., 2016).   

      Le métabolisme secondaire est l’ensemble des voies permettant la synthèse de petites 

molécules, non essentielles mais pouvant procurer un avantage sélectif dans certaines conditions. 

Le métabolisme secondaire est généralement opposé au métabolisme primaire qui regroupe 

l’ensemble des voies cataboliques et anaboliques indispensables à la survie et à la reproduction 

de la cellule. Il existe une grande variété de métabolites secondaires pouvant avoir des structures 

chimiques diverses et complexes et de très nombreuses activités biologiques (Drago Haas, 

2015).  

        Les bactéries de la famille des Actinomycètes retiennent particulièrement notre attention et 

semblent être d'excellentes candidates productrices de substances aux propriétés intéressantes. 

Ces bactéries ont principalement pour habitat naturel le sol et l’eau où elles jouent un rôle 

important dans la décomposition et la minéralisation des matières organiques (lignine, cellulose), 

grâce à la production de nombreuses enzymes lytiques extra cellulaires comme par exemple les 

amylases, les xylanases, les lipases et les gélatinases. Il existe une réelle demande au niveau 

industriel pour des enzymes d'origine microbienne afin d'améliorer certains procédés de 

fabrication. Les domaines d'application enzymatiques sont très divers: industrie textile 

(décoloration de jeans), papeterie (procédé de blanchiment de la pâte à papier), dépollution 

(attaque des substances phénoliques), industrie alimentaire (boulangerie). quelques espèces sont 

capables de dégrader ou de transformer certaines toxines produites par des champignons 

toxinogènes (mycotoxines) et réduire ainsi leur teneur dans les produits alimentaire (Holzapfel 

et al., 2001 ; Ait Barka E et al., 2016).  

       La grande diversité métabolique des actinomycètes leur confère parfois certaines propriétés 

inhabituelles (Brown, 1995; Davidson, 1995). Les actinomycètes ont été exploités 

commercialement pour la production de produits pharmaceutiques, d'enzymes, d'agents 

antitumoraux, d'inhibiteurs enzymatiques, d’antibiotiques et d’antifongiques. Ces composés 

bioactifs ont une grande valeur commerciale et, par conséquent, les actinomycètes sont 

régulièrement criblés pour la production de nouveaux composés bioactifs (Neelu N et al., 2013) .  
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      L'importance du grand répertoire d'enzymes provenant d'actinomycètes et de leur potentiel 

dans le remplacement des catalyseurs chimiques est discutée. La commercialisation réussie de 

ces enzymes est une étape importante vers la révolution de la «technologie verte». La réduction 

du coût de la production d'enzymes est démontrée par la production d'endoglucanases de 

Streptomyces sp. Sur des substrats peu coûteux. De telles initiatives de production à faible coût 

peuvent être étendues à d'autres enzymes et métabolites (Divya P et al., 2013)  

    Les espèces appartenant au genre Streptomyces constituent 50 % de la population totale des 

actinomycètes du sol et 75 % des molécules à activité antibiotiques et antifongiques sont 

produites par ce genre (Larpent et al., 1989). 

     L’incidence des infections fongiques invasives a significativement augmenté au cours des 

vingt dernières années. Ceci est dû en partie au nombre croissant de patients à risque, bénéficiant 

d’antibiotiques à large spectre et/ou immunodéprimés par les traitements antinéoplasiques, 

immunodépresseurs (maladies auto-immunes, greffes) et chez lesquels le pronostic de l’infection 

fongique reste sombre (Goodwin ML, 2008 ;Kuo F, 2009).   

        La thérapeutique antifongique demeure était assez décevante en raison notamment de la 

toxicité, de l’instabilité et de la faible solubilité des antifongiques commercialisés (Betina, 

1983 ; Bouti K, 1997). Cependant, le grand nombre de présentations consacrées à de nouveaux 

agents antifongiques à mode d’action différent suggère que le traitement des infections fongiques 

connaîtra d’importants changements au cours des prochaines années (Dismukes, 2000).  

      Pour cela et en premier lieu, la biodiversité est exploitée. L'isolement de Streptomyces à 

partir d’écosystèmes inexploité permet éventuellement, la découverte de souches pouvant avoir 

un potentiel de production élevé (Groth et al., 1999 ; Rajan et Kannabiran, 2010). En plus, 

l’utilisation de cibles résistantes aux antifongiques comme germes tests peut conduire à la 

découverte de molécules efficaces qui peuvent être nouvelles (Rajan et Kannabiran, 2010).  

  Les cryptococcoses sont des mycoses cosmopolites affectant principalement les 

immunodéprimés. Les formes cliniques sont multiples, tous les organes peuvent être envahis 

mais les formes pulmonaire et cérébroméningée sont les plus communes causant des 

neuroméningites mortelles. Leur traitement est difficile, en raison de l’absence d’antifongiques à 

la fois efficaces et non toxiques. De plus, la résistance de ces levures aux agents antifongiques 

est un facteur limitant leur éradication. Cette résistance est plus importante dans le cas des 

biofilms (Mehiaoui S, 2011).   
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    Cryptococcus est une levure environnementale qui peut se reproduire de forme sexuée ou 

asexuée, et ne dépend pas de l'infection des animaux pour la reproduction. On le trouve parfois 

dans les fientes de moineaux, perdrix, serin, canari, poules, aigles et les pigeons. Les fruits et le 

lait peuvent également le véhiculer. Malgré l’existence saprophyte, le genre Cryptococcus 

particulièrement l’espèce C.neoformans a une remarquable capacité d'infecter et de provoquer la 

maladie chez une grande variété d'animaux hôtes, y compris les mammifères, les insectes et les 

oiseaux. La présence d'une capsule polysaccharidique est considérée comme principale facteur 

de virulence de cette levure, ce qui augmente son invasivité, sa pathogénicité, et lui attribue une 

résistance à l'environnement et l'hôte. Étant donné que la virulence est un phénotype complexe 

qui est presque toujours maintenue à la suite de la sélection, l'origine et le maintien de la 

virulence chez les micro-organismes vivant dans le sol et l’environnement tels que Cryptococcus 

est encore mystérieux. L'existence d'un système génétique et des facteurs de virulence bien 

définies associées à la disponibilité d'excellents modèles animaux fait de cette levure un système 

modèle attractif pour l'étude de la sensibilité de cette levure aux antifongiques et comme souche 

tests pour découvrir de nouvelle molécules ( Casadevall A., 1998; Steenbergen J N., 2003 ; Levitz 

SM, 2006; Gullo F. P. et al., 2013).    

     Les Cryptococcus sont sensible à l‘amphotéricine B, utilisé en association avec la                                 

5-fluorocytosine. Cependant, la toxicité et le coût élevés de l’amphotéricine B limitent son 

utilisation. Le fluconazole est de ce fait le traitement de première intention. Les informations sur 

la résistance des Cryptococcus au fluconazole sont controversées, néanmoins, de nombreux 

échecs thérapeutiques ont été observés, avec des cas de rechute dans une période de moins de 6 

mois après l’initiation du traitement (Sar et al., 2004). 

      Les mycoses sont des affections fréquentes dont l’impact pour la santé humaine est loin 

d’être négligeable. Pour lutter contre ces affections, l’arsenal thérapeutique demeure réduit. Cette 

situation est d’autant plus préoccupante que la pression de sélection exercée par les antifongiques 

administrés aux patients ou dispersés dans l’environnement conduit inéluctablement à 

l’émergence d’isolats résistants (Guillot J. et Dannaoui E., 2015). Devant ce constat alarmant et 

malgré la découverte de ces nombreuses substances antifongiques certaines sont peu efficaces, 

d’autres sont très chères. En outre, les problèmes de résistances limitent l’utilisation de plusieurs 

d’entre eux.  

      Dans le but d’étudier la biodiversité, la taxonomie ainsi que les molécules bioactives 

naturellement produite par ces actinomycètes, plusieurs recherches sur plusieurs sites : lac 

Oubeira, lac El Mellah, lac Fetzara, ont été dirigé par Pr. GACEMI KIRANE D.  Ce thème 
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original entre dans le cadre de l’exploitation et la valorisation de la biodiversité actinomycètique 

des zones humides d’importance internationale dans la région méditerranéenne.  

       Les résultats obtenus par les études réalisé par cette équipe  sont prometteurs (Loucif L, 

2006 ; Morakchi et al., 2009 ;  Morakchi et al., 2011 ; Ayari et al., 2012 ; Alliouch-Kerboua 

et al., 2015; Benouagueni et al., 2016 ; Ayari et al., 2016) et ont incité  à poursuivre les efforts 

de recherche dans cette thématique afin de sélectionner des espèces doués d’activités biologiques 

intéressantes pouvant être exploités en bioindustries 

    À ce titre, les travaux de recherche de la présente thèse s’inscrivent dans le cadre de l’étude  

des actinomycètes isolées et conservées des eaux du lac El Mellah (parc national El Kala) 

producteurs de molécules bioactives.  

     Dans la présente étude, nous rapportons pour la première fois l’application de l’activité 

antifongique des actinomycètes sur le genre Cryptococcus. Ce genre de levure possède un 

facteur de virulence et de résistance très important : la capsule. Cela accentue notre travail car 

jusqu’à 2011 aucun travail de l’activité antifongique des actinomycètes sur les levures 

encapsulées n’a était publié en Algérie.   

      La première partie concerne l’étude de la biodiversité, la taxonomie ainsi que les molécules 

bioactives produite par les isolats d’actinomycète. Cette partie a été réalisée dans le laboratoire 

d’amélioration génétique des plantes : équipe eau, sol et microorganisme sous la direction du   

Pr. Djamila Gacemi Kirane avec la collaboration de l’Unité des Rickettsies de la faculté de 

médecine, Université de la Méditerranée (Marseille), sous la direction de Dr. Véronique Roux.   

     La deuxième partie, nous sommes intéressés à l’étude du genre Cryptococcus. L’isolement, 

l’identification ainsi que l’étude de la sensibilité des isolats vis-à-vis des antifongiques  ont été 

effectué en collaboration avec le Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, Hôpital Ibn Sina, 

Annaba, Algérie sous la direction du Pr. Roukaya Mansouri et le Laboratoire de Parasitologie-

Mycologie, Hôpital de la Timone, Marseille, France sous la direction de Pr. Renaud Piarroux 

et Dr. Stephane Ranque.         

   La troisième partie concerne la mise en évidence de l’activité antifongique des isolats des 

actinomycètes, une extraction des molécules antifongique a été réalisée suite à une optimisation 

de condition de production.  La caractérisation de l’extrait antifongique a été effectuée en 

collaboration avec l’institut de Chimie de Nice (ICN) - CNRS UMR 7272, Equipe Aromes 

Parfums Synthèse et Modélisation sous la direction de Pr. Xavier Fernandez et Dr. Thomas 

Michel.  
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III. Les actinomycètes  

1.   Historique : 

    Waksman divise en quatre grandes catégories l’histoire des Actinomycètes. La première, est 

celle de la découverte de leur rôle dans la pathologie et va de 1874 aux années 1900. La seconde 

période (1900-1919) se rapporte à la mise en évidence et à l’étude des Actinomycètes du sol, 

avec les travaux de Kraisky, de Cohn, de Waksman et de Curtis. 

C’est ensuite la période (1919-1940) au cours de laquelle une meilleure connaissance des germes 

a été acquise grâce aux recherches de Waksman, de Lieske, de Krassilnikov entre autre. La 

dernière époque historique, enfin, est celle des antibiotiques produits par les Actinomycètes. Elle 

commence en 1940 et le nom de Selman Waksman lui est indissolublement lié (Le minor, 

1989 ).  

2.   Définition et caractéristiques principales  

Les actinomycètes sont des bactéries dont la croissance donne lieu à des colonies 

circulaires (Eunice et Prosser, 1983) constituées d’hyphes c’est-à-dire des filaments qui 

irradient par croissance centrifuge tout autour du germe qui leur a donné naissance. 

(Gottlieb, 1973 ; Lechevalier et Lechevalier, 1981 ; Eunice et Prosser, 1983). Cela 

explique leur dénomination « Actinomycètes ».       Du        Grec        aktino,       mycetes « 

champignons à rayons » ou champignons rayonnant. (Gottlieb, 1973). 

         Les actinomycètes se situent dans l'ordre des Actinomycetales (Mariat et Sebald, 

1990). Certains représentants de ces actinomycètes, surtout parmi les aérobies, ont longtemps 

été rejetés de l'ensemble des bactéries et confondus avec les champignons du fait de l'allure 

mycosique des maladies qu'ils provoquent (Gazenko et al., 1998 ; Hirvonen et al.,1997) et 

aussi de leur morphologie, parfois fungoides : filaments ramifiés, organes de sporulation 

etc… (Becker et al., 1965 ; Reponen et al., 1998). 

Les bactériologistes considéraient les actinomycètes comme des bactéries tandis que 

les mycologistes les considéraient comme des champignons, (Gottlieb, 1973). Aujourd’hui, 

ce problème est résolu et ce groupe de microorganismes est définitivement classé parmi les 

bactéries (Becker et al., 1965 ; Lechevalier et Lechevalier, 1981). Leurs propriétés 

chimiques, physiologiques immunologiques, les rangent parmi les procaryotes (Williams et 

al., 1973). Leur paroi cellulaire ne renferme ni chitine ni cellulose mais une glycoprotéine 

contenant de la lysine (formes fermentatives) ou de l'acide diaminopimélique (formes 

oxydatives) et leur cytologie est celle des Bactéries (Lechevalier et Lechavalier, 1985 ; 

Mariat et Sebald, 1990). 
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Les actinomycètes n'ont pas de membrane nucléaire, elles possèdent des organites 

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

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

des champignons (Gottlieb, 1973). Ces caractères s'ajoutant à d'autres (existence d'espèces 

anaérobies strictes, sensibilité à des actinophages...) confirment leur classification parmi les 

bactéries (Demain et Solomon, 1985 ; Mariat et Sebald, 1990). Il s'agit d'un groupe 

supragénérique, rassemblant des bactéries très diverses dispersées dans la systématique 

(Gottlieb, 1973), où les genres Nocardia, Actinomyces, Mycobacterium, Corynebacterium, 

Streptomyces, Bifidobacterium ont des caractéristiques très rapprochées (Mariat et Sebald, 

1990). 

Les actinomycètes sont des bactéries à coloration de Gram positive (Williams et al., 

1993 ; Sanglier et Trujillo, 1997) dont le coefficient de Chargaff (G+C %) est supérieur à 

55 %, généralement compris entre 60 et 75 % (Ensign, 1978 ; Larpent et Sanglier, 1989 ; 

Chun et al., 1997). Elles tendent à croître lentement comme des filaments  ramifiés  (0.5-1.0  

µ  m  de  diamètre) (E   unice,  1983).  Leur  croissance,  avec  un temps de génération moyen de 2 

à 3 heures, est plus lente que celle des autres bactéries (Ottow et Glathe, 1968 ; Larpent et 

Sanglier, 1989). Lorsque les actinomycètes croissent sur un substrat solide comme la gélose, 

le réseau ramifié d’hyphes formé se développe à la fois à la surface du substrat et à l’intérieur 

de ce dernier (Figure1) pour former un mycélium végétatif (Prescott, 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 1 : Coupe transversale d’une colonie d’actinomycètes avec des hyphes vivant (bleu et 

vert) et morts (blancs) montrant le mycélium végétatif et le mycélium aérien avec des chaines 

de conidiospores (Prescott, 2010). 
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       En général, les actinomycètes sont des hétérotrophes, mais plusieurs espèces sont capables 

aussi de croissance chimio-autotrophique (Ensign et al., 1993). Certaines ont des exigences 

nutritionnelles tels que les vitamines et certains acides aminés.  

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

thermophiles comme le genre Thermoactinomyces, dont la température optimale est comprise 

entre 50 et 60 °C. En ce qui concerne le pH la plupart des actinomycètes sont des bactéries 

neutrophiles leurs croissance est comprise entre pH 5 et 9. Cependant, quelques Streptomyces 

sont acidophiles et croissent a des pH compris entre 3,5 et 6,5 ils ont donc une forte croissance 

dans les sols acides (Alexander, 1977). L’intervalle de température de leur croissance est entre 

20 et 45°C, la majorité ont un optimum autour de 28 °C, mais les espèces thermophiles peuvent 

croitre à des températures de 55 à 65 C° (Rangaswami & al, 2004, Cui et al., 2005).  

3. Écologie des actinomycètes  
      Les actinomycètes sont adaptés à divers milieux écologiques (Goodfellow & Williams 

1983). Ainsi, ils peuvent être dans les sols, dans les eaux douces ou salines et dans l’air. 

Toutefois, ils sont particulièrement abondants dans le sol, spécialement dans les sols alcalins et 

les sols riches en matières organiques où ils constituent une part importante de la population 

microbienne (Loqman, 2009). 

    Des études sur l’écologie des actinomycètes ont montrés que ces micro-organismes sont 

présents dans divers niches écologiques (Barakate et al., 2002 ; Oskay et al., 2004), 

comprenant des prairies (Hwang et Lee, 2002), sables de plage (Suzuki et al., 1994), cavernes 

souterraines (Groth et al., 1999), rizière (Hayakawa et al., 1988), divers vergers (Hwang et 

Lee, 2002) et glace sous-glaciaire de L'Antarctique (Priscu et al., 1999). 

    Les actinomycètes intéressent les hydrobiologistes qui les suspectent d’être les agents 

responsables des goûts et des odeurs terreuses qui apparaissent parfois dans les eaux de 

consommation. De nombreux composés volatiles complexes ont été isolés et caractérisés. Les 

plus fréquemment cités sont la géosmine, la mucidone et la 2-methyl- isobornéol. Ce dernier 

composé peut donner à l’eau des odeurs, même à basse concentration (0.22 ppm) (Cross, 1981, 

Zaitlin et Watson, 2006).  

 Au niveau de la rhizosphère, les actinomycètes forment des relations symbiotiques avec les 

racines des plantes, en contribuant à la promotion de leurs croissances par des effets directs et 

indirects. Les effets directs comprennent la solubilisation du phosphate, la fixation d'azote, la 

production de phytohormones, cette association est appelée : association actinorhizienne 

(Prescott et al, 2007), tandis que les effets indirects peuvent être dus au contrôle des agents 

pathogènes par la production des métabolites secondaires, tel que les antibiotiques comme chez 

la guêpe européenne Philanthus triangulum, la présence de Streptomyces permet aux larves de 
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résister aux infections (Barreto & al, 2008, Kroiss et al., 2010), ou par la compétition 

nutritionnelle vis-à-vis des agents pathogènes, comme par exemple la synthèse des sidérophores, 

qui sont des chélateurs du fer (Seipke et al., 2011). 

4. Taxonomie et identification des actinomycètes  

     La taxonomie des actinomycètes est basée sur plusieurs critères : morphologiques, chimiques, 

physiologiques et moléculaires. Cette classification des espèces et des genres reste un sujet 

difficile et controversé car différents critères sont utilisés. 

    Au début, seuls les critères macro et micro morphologiques correspondant à : 

- la présence, l’abondance et la disposition des hyphes du mycélium du substrat 

- le mycélium aérien,  

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

- la présence de sporanges  

Ces critères  permettaient de différencier les genres entre eux (Waksman et Henrici, 1943). 

     Puis il y a eu l’utilisation de la chimiotaxonomie basée sur la composition cellulaire en acides 

aminés, en sucres, en acides mycoliques, en phospholipides membranaires et en ménaquinones 

membranaires (Collins et Jones, 1981).  

     La chimiotaxonomie, associée aux critères morphologiques, fut d’un apport essentiel pour 

distinguer de nombreux genres entre eux, tels par exemple, Streptomyces de Nocardia (Becker et 

al., 1965). 

      L’identification des espèces appartenant aux genres d’actinomycètes, nécessite en plus des 

caractères morphologiques et chimiques, des caractères physiologiques (température, pH 

optimaux et utilisation des sources carbonées et azoteés et biochimiques (dégradation de certains 

substrats comme la gélatine, l’amidon, la caséine, les nitrates, les lipases.  

       Dans les années 70 de nombreux tests physiologiques, combinés à l’outil informatique, ont 

été utilisés pour différencier les espèces de chaque genre entre elles.  

       Ainsi est née la taxonomie numérique avec l’obtention de dendrogrammes qui ont permis 

d’apporter beaucoup de clarté au niveau de la composition en espèces des genres Streptomyces 

(Williams et al., 1983), Actinomadura (Athalye et al., 1985), Nocardiopsis (Grund et 

Kroppenstedt, 1990) et Actinophanes (Goodfellow et al., 1990). 

      En 1989 le « Bergey’s manual of systématique bacteriology » a consacré tout le volume 4 

aux actinomycètes, ainsi ces bactéries sont rattachées au règne des Procaryotes, à la division des 

Firmicutes et à la classe des Thalobacteria contenant l’ordre des Actinomycetales. Les méthodes 

d’identification classiques ont été abandonnées par plusieurs chercheurs pour les remplacer par 

les techniques moléculaires. 
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      Ces approches moléculaires sont souvent utilisées pour leurs rapidité et efficacité (Kim et al., 

1999, Labeda et Kroppenstedt, 2000). En effet, l’application des méthodes d’analyses 

génétiques et moléculaires, notamment l’hybridation ADN-ADN et le séquençage de l’ARN 

ribosomique 16S ont permis de tracer toute la phylogénie des actinomycètes (Kinoshita et al., 

1999). Malgré que l’hybridation ADN-ADN est une technique utile dans l'identification des 

espèces du genre Streptomyces elle ne devrait pas être employée seule, en raison de l'instabilité 

du génome de ces dernières, mais en combinaison avec d'autres techniques (Healy et Lambert, 

1991 ; Doering et al., 1992 ; Labeda et Lyon, 1992 ; Kim et al., 1999 ; Bouchek et al., 2000).  

IV.     Les Actinomycètes en biotechnologie 

       Les actinomycètes, l'un des groupes les plus divers de bactéries filamenteuses, sont bien 

reconnus pour leur polyvalence métabolique. Le potentiel bioactif de ces bactéries facilite leur 

survie même en détresse et des conditions écologiques défavorables. Ce problème spécial est 

consacré à l'importance d'une multitude de métabolites primaires et secondaires produits par les 

actinomycètes (Neelu Nawani et al., 2013). Leur importance et leur utilisation en biotechnologie 

relève du fait de leur capacité de synthétiser ces différents métabolites secondaires 

biologiquement actifs (Mincer et al., 2002 ; Behal, 2003 ; Overbye et Barrett, 2005 ; Baltz, 

2008). Au-delà de leur capacité à produire des agents antimicrobiens, les actinomycètes sont 

aussi une grande source de molécules possédant des activités biologiques variées, telles que des 

agents anti tumoraux, des antiviraux, des immunosuppresseurs, des inhibiteurs d’enzymes ou 

encore des insecticides (Boughachiche F et al., 2005 ; Boughachiche F. et al., 2012 ; Aouar L. 

et al., 2012) (Tableau N°1).  

1.  La production des insecticides et des molécules antiparasitaires par les 

actinomycètes (Ait Barka E. et al., 2016)  

       Les macrotetrolides sont des molécules produites par une grande variété de Streptomyces. 

Ces molécules sont actives contre les acariens, les insectes, les coccidies et les helminthes et ils 

présentent également des effets immunosuppresseurs. Cependant, en ce qui concerne la 

composition du complexe macrotétrolide, seul Streptomyces aureus S-3466, qui produit un 

mélange de tétranactine (le membre le plus actif du groupe composé) avec la dinactine et la 

trinactine, a Utilisé à des fins commerciales.  

        La tétranactine, un antibiotique cyclique produit par Streptomyces aureus avec une structure 

moléculaire liée à la cyclosporine, est utilisé comme émulsion contre les acariens de carmin de 

fruits et de thé. 
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     Une véritable histoire de succès en termes d'antihelminthétiques est l'ivermectine, qui est un 

dérivé déshydro de l'avermectine produite par Streptomyces avermitilis. Après son apparition à la 

fin des années 1970, l'ivermectine était le premier endectocide au monde, qui à l'époque était une 

classe complètement nouvelle d'agents antiparasitaires, avec une activité forte et large spectre 

contre les nématodes internes et externes et les arthropodes. Récemment, le prix Nobel de 

physiologie ou de médecine 2015 a été décerné à Satoshi Omura et William C. Campbell pour 

leur découverte de l'avermectine, conjointement avec Youyou Tu pour la découverte du 

médicament artémisinine anti-malaria.   

2. La production des bioherbicides par les actinomycètes 

        Mildiomycin, un métabolite antifongique isolé des cultures de Streptoverticillium 

rimofaciens Niida, est fortement actif contre plusieurs moisissures poudreuses sur diverses 

cultures (Harada S. et al., 1978), et inhibe la biosynthèse de protéine fongique (Feduchi E, et 

al., 1985). Les principaux sites d'action de ces antibiotiques se situent dans des endroits où la 

synthèse de la chitine se produit dans la paroi cellulaire, une fuite de cations provenant des 

mitochondries, une biosynthèse de l'inositol ou des sites de synthèse de protéines et d'ADN (Ait 

Barka E. et al., 2016).  

     Validamycin A a été commercialisé par Takeda pour le contrôle des agents pathogènes dans 

le riz et d'autres plantes et comme un outil pour atténuer les maladies dans les semis de légumes. 

D'autre part, certains métabolites sécrétés sont cytotoxiques et peuvent inclure des structures 

chimiques comme les macrolides, les α-pyrones, les lactones, les indoles, les terpènes et les 

quinones (Dharmaraj S. 2010). Par exemple, la résomomyine, un antibiotique lié à la quinone, a 

une structure unique et présente une activité bactéricide et vasoconstrictive basée sur l'inhibition 

de l'ARN et de la synthèse des protéines (Barac T. et al., 2004).  
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Tableau n°1 : exemples de molécules bioactives produites par les actinomycètes et leurs 

activités (Ait Barka E. et al., 2016). 

Type des molécules et l’espèce productrice  Molécule bioactive  Référence  

productrices de molécules 
antibactériennes 
Verrucosispora spp.  
Streptomyces anulatus  
Streptomyces canus  
Micromonospora spp.  
Streptomyces cattley  
Streptomyces canus  
Streptomyces avermitilis  
Streptomyces venezuelae  
Micromonospora spp.  
Streptomyces griseus  
Streptomyces orchidaceus  
Streptomyces roseosporus  
Saccharopolyspora erythraea  
Micromonospora purpurea  
Streptomyces hygroscopicus  
Streptomyces kanamyceticus  
Streptomyces kitasoensis  
Streptomyces lincolnensis  
Marinispora spp.  
Streptomyces fradiae  
Micromonospora spp.  
Streptomyces niveus  
Streptomyces antibioticus  
Streptomyces rimosus  
Streptomyces spp.  
Streptomyces lindensis  
Streptomyces mediterranei  
Nocardia lurida  

Streptomyces ambofaciens  
Streptomyces virginiae  
Streptomyces endus  
Streptomyces lydicus  
Streptomyces griseus  
Streptomyces lavendulae  
Streptomyces aureofaciens  
Micromonospora spp.  
Amycolatopsis orientalis 

 
 
Abyssomycin  
Actinomycins  
Amphomycin  
Anthracyclin  
Antibiotics and fluorometabolites 
Aspartocins  
Avermectin  
Chloramphenicol  
Clostomicins  
Cycloheximide  
Cycloserine  
Daptomycin  
Erythromycin (Ilotycin)  
Gentamicin  
Hygromycin  
Kanamycin  
Leucomycin  
Lincomycin  
Marinomycin  
Neomycins  
Netamicin  
Novobiocin  
Oleandomycin  
Oxytetracycline  
Pristinamycin  
Retamycin  
Rifamycin  
Ristocetin  
Spiramycin  
Staphylomycin  
Stendomycin  
Streptolydigin  
Streptomycin  
Streptothricin  
Tetracycline  
Thiocoraline  
Vancomycin  

 
 
Bister B et al.2004 
Waksman SA et al, 1940 
Heinemann B etal.1953 
Grein A et al, 1980 
Barbe V et al, 2011 
Yang HJ et al, 2014 
Burg RW et al ,1979 
Omura S et al, 1986 
Omura S et al, 1986 
Kominek LA. 1972 
Pendela M et al, 2008 
Mchenney MA et al 
1998 
Mc Guire JM et al, 1952 
Weinstein MJ et al, 1963 
Gonzalez A et al , 1978 
Umezawa H et al, 1957 
Hata T et al, 1953 
Mason DJ et al, 1964 
Kwon HC et al, 2006 
Dulmage HT. 1951 
Berdy J. 2005. 
Kominek LA. 1972. 
Williams DH et al, 1980 
Rhodes PM. 1984. 
Blanc V et al, 1995 
Pamboukian CR et al, 
2004 
Margalith P et al, 1960 
Williams DH et al, 1980 
Pinnert-Sindico S. 1954 
Yanagimoto M. 1983. 
Thompson RQ et al, 
1963 
Li XB, Qiao B et al, 
2006 
Schatz A et al,1944 
Waksman SA et al, 1942 
Darken MA et al,1960 
Romero F et al, 1997 
Brigham RB et al, 1956 

Partie bibliographique  



28 

 

Suite tableau n°1 : exemples de molécules bioactives produites par les actinomycètes et leurs 
activités (Ait Barka E. et al., 2016). 

productrices de molécules 

antifongiques  

Streptomyces anulatus  
Streptomyces nodosus  
Streptomyces griseochromogenes  
Streptomyces griseus  
Streptomyces spp.  
Streptomyces venezuelae  
Streptomyces padanus  
Streptomyces galbus  
Streptomyces violaceusniger  
Streptomyces venezuelae  
Streptomyces kasugaensis  
Streptomyces spp.  
Streptomyces natalensis  
Streptomyces tendae  
Streptomyces diastatochromogenes  
Streptomyces humidus  
Streptomyces cacaoi  
Streptomyces canus  
Streptomyces lavendulae  
Streptomyces canus  
Nocardia transvalensis  
Streptomyces hygroscopicus 

 

 

Actinomycins  
Amphotericin B  
Blasticidin  
Candicidin  
Carboxamycin  
Chloramphenicol  
Fungichromin  
Galbonolides  
YCED-9 Guanidylfungin  
Jadomycin  
Kasugamycin  
Kitamycin  
Natamycin  
Nikkomycin  
Oligomycin  
Phenylacetate  
Polyoxin B  
Resistomycin  
Streptothricin  
Tetracenomycin  
Transvalencin  
Validamycin  
 

 

 
 
Bister B et al.2004 
Linke HA et al, 1974 
Takeuchi S et al.1958 
Acker RF et al, 1954 
Hohmann C et al.2009 
Matsuoka M et al.1953 
Shih HD et al, 2003 
Fauth U et al, 1986 
Trejo-Estrada S et al ,1998 
Doull JL et al,1993 
Umezawa H et al,1965 
Hayashi Ki et al,1999 
Struyk AP et al,1958 
Bormann C et al,1985 
Smith RM et al,1954 
Hwang BK et al,2001 
Isono K et al,1965 
Zhang YL et al,2013 
Waksman SA et al,1942 
Zhang YL et al,2013 
Hoshino Y et al,2004 
Iwasa T et al,1970 

productrices des bioherbicides  
Actinomadura spp.  
 

 

Streptomyces hygroscopicus  
Streptomyces avermitilis  

 
Streptomyces prasinus  
Saccharopolyspora spinosa  

 
 
2,4-Dihydro-4-(_-D-
ribofuranosyl)-1, 2, 4 (3H)-
triazol-3-one (herbicide)  
Herbimycin  
Ivermectin (derivative of 
avermectin)  
 Prasinons  
Spinosad (neurotoxic 
insecticides)  

  
 
Omura Set al,1979 
 
 
 
Omura S et al,2004 
 
 
Box SJ et al,1973 
 
Waldron C et al,2001 

 

 

 

Partie bibliographique  



29 

 

Suite tableau n°1 : exemples de molécules bioactives produites par les actinomycètes et leurs 
activités (Ait Barka E. et al., 2016). 

productrices de molécules 
antiparasitaires   
Streptomyces avermitilis  

Streptomyces coelicolor  

Streptomyces bottropensis  

 

 
Avermectins  
Prodiginine  
Trioxacarcin  
 

 
 
 
Burg RW et al,1979 
Cerdeno AM et 
al,2001 
Tomita F et al,1981 
 

productrices de molécules 
antivirales   
Streptomyces antibioticus  

 
Streptomyces hygroscopicus  
Streptomyces spp.  

 
 
 
9ßD-Arabinofuranosyladénine  
 
Hygromycin  
Panosialins  

 
 
 
 
 
 
Gonzalez A et al,1978 
Aoyagi T et al,1971 

Les productrices de molécules 
Hypercholesterolemique  

 Streptomyces hygroscopicus  

 
 
 
 
Rapamycin 

 

 
 
 
Chen Y et al,1999 

productrices de molécules 
antitumorales  
 Micromonospora spp.  
Nocardia asteroides  
Streptomyces spp.  
Micromonospora spp.  
Actinomadura spp.  
Micromonospora spp.  
Micromonospora spp.  
Micromonospora spp.  
Thermoactinomyces spp.  
Marinospora spp.  
Salinispora tropica  
Streptomyces peucetius  
Streptomyces peucetius  
Micromonospora spp.  
Micromonospora spp.  

 

 
 
 
Anthraquinones  
Asterobactine  
Borrelidine  
Diazepinomicin  
IB-00208  
LL-E33288 complex 
Lomaiviticins  
Lupinacidins  
Mechercharmycin  
Marinomycin  
Salinosporamide  
Doxorubicin (adriamycin)  
Daunorubicin (daunomycin)  
Tetrocarcin  
Thiocoraline  

 

 
 
Igarashi Y et al,2007 
Nemoto A et al,2002 
Vino S et al,2008 
Charan RD et al,2004 
 
 
Hirsch AM  et al,2009 
Hirsch AM  et al,2009 
Igarashi Y et al,2007 
Kanoh K et al,2005 
Kanoh K et al,2006 
Williams DH et 
al,1980 
Hirsch AM  et al,2009 
Perez Baz J et al,1997 
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Suite tableau n°1 : exemples de molécules bioactives produites par les actinomycètes et leurs 
activités (Ait Barka E. et al., 2016). 

productrices de molécules 
immunostimulatrice  
Nocardia rubra  
Streptomyces olivoreticuli  
Kitasatospora kifunense  
 

 
 
Rubratin  
Bestatin  
FR-900494  

 
 
 
De Reijke TM et al,1997 
Blomgren H et al,1980 
Iwami M et al ,1987 
 

productrices de molécules 
immunosuppressives 
Nocardia brasiliensis  
Streptomyces filipinensis  
Streptomyces filipinensis  

 

Brasilicardin  
Hygromycin  
Pentalenolactone 

 
 
 
Komaki H et al,1999 
Uyeda M et al 2001 
Uyeda M et al 2001 
 

Productrices des enzymes 
thérapeutiques (antitumoraux) 
Streptomyces spp.  
Streptomyces olivochromogenes  

 
 
L-Asparaginase 
L-Glutaminase  

 
 
 
DeJong P. 1972. 
Balagurunatha R et al,2010 

 

3.   La production des enzymes par les actinomycètes  

        La biocatalyse offre des solutions vertes et propres aux processus chimiques et émerge 

comme une alternative stimulante et révoltée à la technologie chimique. Les processus chimiques 

sont maintenant réalisés biologiquement par des biocatalyseurs (enzymes) qui sont des 

composants intégrants de tout système biologique. De nombreux micro-organismes, en 

particulier des bactéries et des champignons, sont actuellement utilisés pour la production de 

diverses enzymes industrielles. Les hydrolases couvrent plus de 75% des enzymes 

commercialement utilisées et sont souvent très recherchées. Ceux-ci sont cependant utilisés sous 

une forme brute pour rendre le processus économiquement viable et pour répondre à la demande 

d'une enzyme à grande échelle. Parmi les hydrolases, les protéases occupent une plate-forme 

importante, car elles sont largement utilisées dans l'industrie des détergents, suivie de l'industrie 

de l'amidon, qui est le deuxième utilisateur des industries des enzymes et des textiles, de la 

cuisson, de l'alimentation et de l'alimentation animale. (P. Monteiro et al., 2010 ; Divya 

Prakash et al., 2013). Les applications de quelques enzymes commercialisées sont présentées au 

tableau 2.   
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Tableau n°2 : Les enzymes commercialement pertinentes produites par les actinomycètes 

(Divya Prakash et al., 2013). 

Enzyme  Utilisation  Industrie de l'application 

 
Protease 

Détergents 
Fabrication de fromage 
Clarification - bière à faible teneur en calories 
Découper 
Traitement du caillot de sang 

Détergent 
  Aliments 
  Brassage 
  Cuir 
Médecine 

 
Cellulase L'élimination des taches 

Adoucissement du coton 
Boisson, modification des fibres 

Détergent 
Textile  
Papier et pâte à papier 

 
Lipase L'élimination des taches 

Stabilité de la pâte et du conditionnement 
Arôme de fromage 
Diminuer, nettoyer  

Détergent 
Cuisson  
Laitier  
Textile  

 
Xylanase Conditionnement de la pâte 

Digestibilité 
Amplification d'agent de blanchiment     

Cuisson  
Alimentation animal 
Papier et pâte à papier 

Pectinase  Clarification 
Récurage 

Boisson 
Textile  

 
Amylase 

Enlèvement des taches 
Douceur du pain 
Diminution, amélioration du drainage 
Production de sirop de glucose et de fructose 
Enlèvement de l'amidon à partir de tissus  

Détergent  
Cuisson  
Papier et pâte à papier 
Industrie de l'amidon 
Textile  

 

            Un large éventail d'enzymes et de leurs produits appliqués dans les industries 

biotechnologiques et les champs biomédicaux a été rapporté dans différents genres 

d'actinomycètes. Étant donné qu'il existe une information vitale disponible en raison de 

l'avènement des données sur le séquençage du génome et des protéines, les actinomycètes ont été 

employés en permanence dans la production de protéases, de cellulases, de chitinases, 

d'amylases, de xylanases et autres. Représentant des exemples d'enzymes industriellement 

importantes provenant d'actinomycètes sont discutés ci-dessous, et leurs propriétés enzymatiques 

sont enrôlées dans le tableau 3 (Divya Prakash et al., 2013). 
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Tableau n°3 : liste des enzymes industrielles produites par des actinomycètes et de leurs 

caractéristiques (Divya Prakash et al., 2013).   

Enzyme  Souche productrice  Marge pH  Marge température  

 

Cellulase 
Recombinant Streptomyces sp.  
Recombinant Streptomyces sp.  
Thermomonospora sp.  
Streptomyces ruber  

5.0–12.0 
10.0 
7.0–10.0 
5.5–7.0 

40–50∘C 
40∘C 
50∘C 
35–40∘C 

Xylanase Actinomadura sp.  
Streptomyces spp.  

4.0 
8.0–11.0 

70∘C 
45–60∘C 

 

 

Amylase 

Streptomyces sp.  
Streptomyces erumpens  

Nocardiopsis sp  
Thermobifida fusca  

Nocardiopsis sp. 

5.0–7.0 
9.0-10.0 
8.6 
5.0–7.0 
5.0–10.0 

45–50∘C 
40–50∘C 
70–80∘C 
60∘C 
35–45∘C 

Pectinase Streptomyces lydicus  4.0–7.0 45∘C 

 

Protease 

Thermoactinomyces sp.  
Nocardiopsis sp.  
Streptomyces pactum  

Streptomyces thermoviolaceus  

Streptomyces sp.  

4.0 
10.0 
7.5 
6.5 
4.0–11.0 

50∘C 
40–50∘C 
40∘C 
65∘C 
30–60∘C 

 

Chitinase 
Nocardiopsis prasina  

Streptomyces thermoviolaceus  

Microbispora sp.  

7.0 
6.0 
3.0–11.0 

50–60∘C 
60∘C 
30–50∘C 

 

   Les cellulases produites par les Streptomyces sp. ont un pH alcalin optimal et une forte 

thermostabilité. Ces enzyme ont été utilisée comme complément dans les détergents pour 

nettoyer, adoucir et restaurer la couleur des tissus. Il a également été testé pour le traitement des 

textiles, du traitement du papier et de la pâte, et comme additif alimentaire pour animaux (Jones 

et al., 2004).   

        Streptomyces spp. sont des producteurs prolifiques d'une autre enzyme commercialement 

importante, la xylanase. Les xylanases produite par Streptomyces sp. sont préférés dans le 

traitement de la pâte de paille de riz pour améliorer la capacité de blanchiment de la pâte. 

Cette préférence est due à l'absence de contamination de la cellulase dans la xylanase et aussi à la 

réduction de l'utilisation de produits chimiques au cours du blanchiment et de la pâte à papier 

(Rifaat et al., 2006). De plus, les xylanases des actinomycètes sont stables sur les pâtes kraft et 
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peuvent être utilisées sous forme brute, ce qui rend le procédé économique. Une forte 

thermostabilité et une activité spécifique, deux propriétés souhaitables des enzymes à utiliser 

dans les procédés industriels, sont rapportées dans les xylanases de l’Actinomadura sp. FC7 et 

Nonomuraea flexuosa (Zhang et al., 2011). De même, les xylanases fondues des champignons et 

des actinomycètes ont été utilisées dans les industries du papier et de la pâte, en raison de la 

stabilité thermique et du pH (Fagerstrom et al., 2008). Dans de nombreuses plantes supérieures 

et des déchets agricoles, la teneur en xylane est de près de 20 à 40% du poids sec. Le Xylan avec 

les hémicelluloses est le deuxième biopolymère le plus renouvelable (Priya et al., 2012).  

        Un autre groupe important d'enzymes sont les amylases qui sont utilisées dans l'industrie du 

traitement de l'amidon pour la conversion de l'amidon en sirops à haute teneur en fructose 

(Ammar et al. 2002). Les amylases thermostables sont rapportées par Nocardiopsis sp. Qui ont 

des applications importantes dans les industries de la boulangerie et du papier. De telles 

amylases sont des catalyseurs lucratifs en nutrition et en soins de santé (Divya Prakash et al., 

2013).  

       L'industrie alimentaire utilise des pectinases en particulier dans la clarification des jus de 

fruits, le dégraissage des fibres, la fabrication du vin et le retouche des fibres libériennes. 

Pectinases de Streptomyces sp. Sont rapportés (Jacob et al., 2008) L'apparition de gènes 

dégradants de la pectine chez quelques actinomycètes suggère que leur caractérisation pourrait 

éventuellement produire des pectinases avec des nouvelles propriétés.   

     La plupart des protéases produite par Streptomyces spp. sont tolérants aux alcalis, et certains 

sont tolérants au sel. Protéases de Nocardiopsis spp. Sont utilisés comme additifs pour 

détergents, les aliments pour animaux et les brasseries. Les protéases sont aussi utilisées dans 

l’industrie des textiles, l'épilation de cuirs et peaux dans l'industrie du cuir. Découpe de peau de 

chèvre par des proteases de Streptomyces sp.  rend le processus économiquement et 

écologiquement possible (Divya Prakash et al., 2013).  

  Les chitinases sont utilisés récemment pour l'extraction d'oligomères de chitine qui sont des 

produits biomédicaux importants. Les chitinases se produisent dans plusieurs actinomycètes et 

possèdent des propriétés uniques en termes de thermostabilité et d'activité dans une large gamme 

de pH qui les rend adaptés aux applications industrielles (Bhattacharya et al., 2007 ; Divya 

Prakash et al., 2013). L'une de leurs applications les plus ingénieuses est la production 

d'oligosaccharides de chitine. Les oligosaccharides de chitine (COS) ont des activités 

anticoagulantes, antimicrobiennes, anticholestérémiques, anticancéreuses, cicatrisantes, 

antitumorales et antioxydantes qui les rendent brillantes pour les applications biomédicales 

(Bhattacharya et al., 2007 ). 
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       D'autres enzymes avec un potentiel industriel très important sont produite par les 

actinomycètes, la lignine peroxydases et les tyrosinases qui sont efficaces dans le traitement des 

colorants textiles promettant leur application dans les stations de traitement des déchets. La 

gelatinase a établi une attention significative en tant que cibles pour le développement de 

médicaments; En raison de leur fonction prospective dans la dégradation des tissus conjonctifs 

liée à une métastase tumorale (R. Sathya & T. Ushadevi, 2014).  

      Pour obtenir des enzymes avec des propriétés ou des fonctionnalités nouvelles, des 

programmes de dépistage à haut débit (HTS : High Throughput Screening) sont adoptés pour 

choisir des actinomycètes rares qui sont une source de composés nouveaux. Des exemples de 

succès incluent des enzymes thérapeutiques comme la thrombinase et la L-asparaginase de 

Streptomyces sp marins. Qui sont utilisés dans le traitement de l'infarctus du myocarde et de la 

leucémie (Divya Prakash et al., 2013).  

       Ces enzymes possèdent non seulement une promesse biotechnologique, mais peuvent être 

économiques en raison de leur faible coût de production. Leur production peut être réalisée sur 

des substrats peu coûteux comme le riz et la paille de blé (El-Sersy et al., 2010). 

4.   Production d’antibiotiques par les actinomycètes  

          Les antibiotiques sont produits par un large éventail de microorganismes fongiques et 

bactériens, et inhibent ou tuent à faibles concentrations spécifiquement d’autres microorganismes 

(Marinelli, 2009). Un grand nombre d’antibiotiques a été identifié en milieu naturel, mais moins 

de 1% sont médicalement utiles. Beaucoup d’antibiotiques naturels ont été structuralement 

modifiés en laboratoire pour augmenter leur efficacité formant la classe des antibiotiques semi-

synthétiques (Madigan et Martinko, 2007). 

   Environ 75 % des antibiotiques sont produits par les actinomycètes. Bon nombre de ces agents 

antibactériens montrent un large éventail des activités.la diversité en structure de ces 

antibactériens est responsable de leurs activités antimicrobiennes de large spectre et diverse 

mécanisme d’action. Ils ont montré une forte puissance contre un grand nombre d'organismes 

Gram-positives et Gram-négatives. Les actinomycètes sont les plus prolifiques de tous les 

microorganismes en tant que producteurs d’antibiotiques, ces antibiotiques peuvent être classés 

en plusieurs groupes chimiques, (Tableau n°4) (Berdy, 2005). 
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Tableau n°4 : exemple d’antibiotique produit par les actinomycètes (Berdy, 2005). 

Groupes chimiques  Antibiotique  

Les aminoglycosides  Streptomycine,  
Néomycine,  
Kanamycine,  
Gentamicine 

Les macrolides Érythromycine 

Les ansamycines Rifamycine 

Les bêta-lactames Thiénamycine 

Les peptides Viomycine,  
Thiostrepton, 
 Actinomycine,  
Pristinamycine 

Les tétracyclines Chlortétracycline,  
Oxytétracycline 

Les nucléosides Puromycine 

Les polyènes Nystatine,  
Candicidine,  
Amphotéricine B 

Les polyéthers Monensine 

 

    Plus de 60 substances à activité antibiotique produites par des espèces de Streptomyces sont 

utilisées non seulement dans le monde de la médecine vétérinaire et humaine, mais également 

dans celui de l’agriculture et de l’industrie (Madigan et Martinko, 2007). Aussi, nous notons 

que la vancomycinristocetine est un type complexe de glycopeptide produit, presque en 

exclusivité, par plusieurs espèces d’actinomycètes rares (Berdy, 2005). L'espoir que ces 

bactéries soient à nouveau une source majeure de découverte de nouveaux composés utiles est 

apparu suite au séquençage des génomes de plusieurs Streptomyces (Bentley et al., 2002 ; Ikeda 

et al., 2003). 

5.    Mécanismes de régulation de la production d’antibiotiques chez les actinomycètes 

       Les métabolites secondaires, dont les antibiotiques, sont aussi appelés idiolites car ils sont 

synthétisés pendant l'idiophase, phase de non croissance succédant à la trophophase ou phase de 

croissance. Cette définition n'est pas entièrement satisfaisante. En effet, il est possible d'obtenir 
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un couplage de la production de certains métabolites secondaires et de la croissance contrôlée du 

microorganisme en faisant varier la composition du milieu. La biosynthèse des métabolites 

secondaires est fortement affectée par les conditions environnementales et nutritionnelles dans 

lesquelles le microorganisme se développe.  

5.1.     Influence des sources nutritionnelles 

          La nature et la concentration de certaines composantes du milieu de culture ont un effet 

remarquable sur la production des métabolites secondaires biologiquement actifs, entre autres 

chez les actinomycètes. Parmi les sources nutritionnelles, les sources de carbone, d’azote 

affectent fortement cette production. L’épuisement de ces sources nutritionnelles pourrait 

déclencher l’initiation de la synthèse d’antibiotique en permettant de lever la régulation négative 

exercée par ces nutriments (Strub, 2008). 

   La production spécifique de métabolites secondaires s’expérimente souvent meilleure sur une 

source de carbone complexe, plus difficilement métabolisable comme les polysaccharides 

(amidon, dextrines) (Lebrihi et al., 1988, Lounès et al., 1995a), les oligosaccharides (fructose, 

galactose, lactose) (Basak et Majumdar, 1973) ou les huiles (méthyloléate, huile de soja) (Park 

et al., 1994), que sur une source de carbone rapidement assimilable telle que le glucose ou le 

glycérol.  

        Dans les milieux de culture, la source d’azote utilisée est généralement l’ammonium ou des 

composés organiques comme les acides aminés ; le nitrate est aussi employé. Beaucoup 

d’antibiotiques possèdent un atome d’azote dans leur structure. La forme sous laquelle l’azote est 

apporté aux cultures productrices d’antibiotiques influe et contrôle fortement les rendements de 

production (Lebrihi et al., 1992). 

        La synthèse de métabolites secondaires a une tolérance plus faible à la gamme de 

concentration en oligoéléments que la croissance. Plusieurs oligoéléments (Mn, Fe, Co, Ni, Cu, 

Zn, Mo), cofacteurs de la croissance des microorganismes, sont nécessaires à des concentrations 

très faibles.   Il est à noter que plusieurs autres additifs comme le sulfate, le chlorure, l'acétate et 

l'arginine peuvent influencer la production de plusieurs métabolites secondaires. C’est le cas des 

deux biomolécules, l’antibiotique IM-111-81 et de l’azalomycine B, dont la production par la 

souche S. hygroscopicus est stimulée par la présence de ces additifs (Gesheva et al., 2005). 

5.2.    Influence du taux de croissance 

     La production de métabolites secondaires est la plupart du temps associée à une absence de 

croissance ou à une croissance faible. En culture batch sur milieu riche, les concentrations en 

antibiotiques les plus élevées sont atteintes en phase stationnaire quand l’essentiel de la 

croissance est terminé (Martin et Demain, 1980). Le fait qu’un taux de croissance élevé soit 

souvent corrélé à une faible production de métabolites secondaires laisse à penser qu’un faible 
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taux de croissance pourrait initier le métabolisme secondaire. Par ailleurs, dans quelques cas, 

comme la synthèse d’érytromycine par S. erythraeus (Trilli et al., 1987) ou de la 

chlortétracycline par S. aureofaciens (Sikyta et al., 1961), la production d’antibiotique en 

chemostat augmente avec le taux de croissance. 

5.3.  Influence des conditions de culture 

      Les facteurs physico-chimiques comme le pH, la température, l’agitation et le temps 

d’incubation affectent la biosynthèse des métabolites secondaires.  

   Concernant l’effet de la température, Doull et al., (1993) ont montré qu’un choc thermique 

d’une heure induit la production de jadomycine B chez S. venezualae. La souche marine 

Streptomyces BT-408 possède une gamme assez large de température de croissance, entre 20 et 

40°C avec un optimum à 30°C. La gamme correspondante pour la production de l'antibiotique 

polykétide SBR-22 est beaucoup plus étroite et varie entre 25 et 33°C (Sujatha et al., 2005). 

     L'agitation affecte l'aération et le mélange des éléments nutritifs dans le milieu de 

fermentation et par conséquent la production de métabolites secondaires (Pfefferle et al., 2000). 

6. La zone humide du lac El Mellah d’El Kala.   

         La région d’El Kala a la particularité d’abriter le complexe de zones humides le plus 

important du Maghreb. Très intéressant par ses dimensions et par la diversité des conditions de 

profondeur et de salinité, il favorise une richesse biologique particulièrement importante. Les 

principales zones humides de la région est le lac El Mellah avec 860 ha (Benyacoub et al., 

2000a). Le Lac Mellah est considéré comme l'unique lagune du pays et est classé en 5éme 

position par rapport aux 14 lagunes Nord-Africaines (Baba- Ahmed, 2008).  

        Le lac Mellah est une ancienne vallée fluviale qui s’est transformée en lagune après avoir 

été envahie par l’eau marine. C’est l’unique lagune qui existe en Algérie. Son fonctionnement 

dépend des flux hydriques continentaux, les intrusions d’eau marines au gré du rythme des 

marées et l’apport local de précipitations (Retima, 1999). On remarque au nord du lac un cordon 

dunaire qui est creusé par un chenal de 900m de long qui le relie à la mer et permet ainsi des 

échanges entre les deux milieux. Ces échanges confèrent au lac un taux de salinité proche de 

celui de la mer (29 - 35°/°°). Cette lagune est une zone humide où s’interpénètrent et se 

juxtaposent plusieurs écosystèmes. Cette diversité écologique est largement déterminée par le jeu 

des influences de l’eau douce d’origine pluviale et de l’eau saumâtre en divers points du site. Il 

sert d’habitat à de nombreuses espèces animales et végétales, dont certaines endémiques ou rares 

; d’où son intérêt pour la conservation de la nature (Benyacoub et al., 2000b ; Kherifi W, 

Kherici-Bousnoubra H , 2012).    
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      La zone humide du lac El Mellah fait l’objet de plusieurs recherches et études scientifiques 

pour valoriser et établir une exploitation approprié de ce site. La présente étude vise à déterminer 

la richesse du lac en microorganisme producteurs naturels de molécules bioactives.  
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X. Étude du genre Cryptococcus. 

1.  Morphologie de Cryptococcus  

1.1. Morphologie macroscopique et microscopique   

       Sur milieux solides la plupart des espèces ont une apparence visqueuse, des pigments 

caroténoïdes peuvent être produits (Figure n°2). Les cellules des espèces de Cryptococcus  sont 

sphéroïdes, ovoïdes, allongés, ou amiboïde polymorphes (Figure n°3). Les cellules de la plupart 

des souches sont couverts par une mince couche de glycoprotéines matériel capsulaire qui a une 

consistance de la gélatine et que, parmi d'autres fonctions, sert pour aider à extraire les éléments 

nutritifs du sol (Refai M. et al, 2014).  

     

Figure n°2: Aspect macroscopique (Refai M. et al, 2014). 

 

 

Figure n°3 : Aspect microscopique (Refai M. et al, 2014). 
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1.2.Ultrastructure 

    La microscopie électronique de la cellule de Cryptococcus révèle la présence d'une capsule, 

d'une paroi cellulaire, d'une membrane plasmique et d'un noyau, ainsi que d'autres organites 

intracytoplasmiques. La capsule, parfois plus épaisse que les cellules, est constituée de 

microfibrilles ou de points enroulés et entrelacés. Le type point apparaît avec ou sans 

rayonnements de type cils à la périphérie. Une zone claire sépare souvent la capsule de la paroi 

cellulaire. La paroi semble être composée de plusieurs couches parallèles de gaines 

membranaires minces contenant une zone intérieure dense et une zone extérieure plus claire. La 

membrane plasmique est similaire à celle trouvée chez d'autres levures. Le noyau montre une 

membrane claire et a généralement une matière de chromatine désintégrée, au lieu d'un nucléole 

défini. Les mitochondries sont consistantes en taille et en forme. On observe des granules 

lipidiques avec du glycogène en transition, un grand nombre de vacuoles, des ribosomes bien 

conservés (Figure n°4) (Refai M. et al, 2014).  

 

 

 

 

Figure n°4: une représentation idéalisée d'une cellule de C. neoformans. Notez que la mélanine 

est trouvée dans la paroi cellulaire (Simmersecko, 2006).  
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2. Biotope   

    Le genre Cryptococcus vit à l’état libre en saprophyte dans la nature et dans le sol enrichi en 

matières organiques. Il est retrouvé fréquemment dans les fientes de pigeons très riches en acide 

urique, xanthine, guanine et créatinine nécessaires à son développement et à la genèse des 

formes sexuées. (Pal M. et Meprotra BS., 1984 ; Swinne D et al., 1999 ; Girard PM, 1998) . 

En Afrique, il a été retrouvé dans de la poussière domestique récoltée des maisons des patients 

atteints de cryptococcose associée au SIDA (Swinne D et al., 1999). 

Il est très résistant dans le milieu extérieur : plus de 16 mois dans le sable et 2 ans dans la terre 

humide et ombragée avec un pH de 6,8 à 7,2. Son développement s’arrête à partir de 40°C. C’est 

pourquoi il ne peut pas se multiplier dans le tractus digestif du pigeon (Gari-Toussain M et al., 

1998) mais il survit dans le jabot où la température est nettement plus basse. 

3. Reproduction  

    Cryptococcus sp. se présente généralement sous forme de levures, autant dans 

l’environnement que chez un sujet infecté, qui se reproduisent par bourgeonnement (Idnurm A. 

et al. 2005; Lin, 2009). Il peut aussi exceptionnellement prendre la forme de pseudo-hyphes, 

forme intermédiaire de la levure et l’hyphe, qui serait un mécanisme de survie dans les amibes 

(Lin, 2009). 

     Cryptococcus présente une forme de croissance filamentaire multicellulaire à la suite d'une 

reproduction sexuée ou d'une fructification monocytaire. La filamentation, où des cellules 

contiguës sont séparées par des cloisons pour former des hyphes ou des pseudo-hyphes, confère 

un piégeage plus important des nutriments et la capacité de produire des spores. 

   Les formes hyphes ne sont pas retrouvées dans les infections humaines, peut-être parce que la 

production d'hyphes est fortement antigénique, ce qui stimule la clairance de l'hôte (Watkins et 

al., 2017). 
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Figure n°5: reproduction sexuée et fructification monocaryotique chez Cryptococcus 

neoformans (Idnurm A. et al. 2005). 

        (Haut) En conditions limitantes, les levures de type a et α sécrètent des phéromones et il y a fusion. 

Il y a filamentation après la formation du dicaryon. Au stade de la baside, les noyaux fusionnent et il y a 

méïose, suivie par la production d’une chaîne de basidiospores. (Bas) Lors de la fructification 

monocaryotique, les cellules d’un même type (a ou α) deviennent diploïdes par endoduplication ou fusion 

nucléaire, suivie d’une fusion de deux cellules. Il y a formation d’un hyphe (connections rudimentaires), 

développement d’une baside, méïose, et formation de basidiospores haploïdes. (Idnurm A. et al. 2005).  

    Lors de la reproduction sexuée, déclenchée lorsque les conditions de croissance sont pauvres, 

une cellule du type « a » fusionne avec une cellule « α » (Figure n°5). Il y a formation d’un 

dicaryon et d’un hyphe. Suite à la fusion des noyaux, il y a formation d’une baside sur laquelle 

des basidiospores sont produites par bourgeonnement (Lin and Heitman, 2006).  
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4. La cryptococcose :  

     La cryptococcose est une maladie chronique et aiguë à subaiguë pulmonaire, maladie 

systémique ou méningitique, initiée par l'inhalation de basidiospores et/ou les cellules de levure 

desséchées de Cryptococcus neoformans. Les infections pulmonaires primaires n'ont pas de 

symptômes et de diagnostic sont généralement subcliniques. Sur la diffusion, le champignon 

montre généralement une prédilection pour le système nerveux central, cependant la peau, les os 

et autres organes viscéraux peuvent aussi s'impliquer.  

    Bien que C. neoformans et C. gattii sont considérés comme les deux principales espèces 

pathogènes,   C. albidus, C. laurentii et d'autres espèces ont parfois aussi été impliqué dans 

l'infection humaine (Refai M et al., 2014).  Ces levures peuvent coloniser un individu pendant 

des mois ou des années et en général ne progresse jamais à l’état d’infection (Kronstad, 

Attarian et al. 2011).  

    L’âge semble être un facteur déterminant dans l’apparition de la cryptococcose (Galanis and 

Macdougall 2010). Les enfants en santé sont très peu affectés et l’incidence chez les enfants 

sidéens est seulement d’environ 1% (Subramanian and Mathai 2005; Severo, Xavier et al. 

2009; Pfaller and Diekema 2010). Chez les patients non-sidéens atteints de la cryptococcose, la 

moyenne d’âge est ≥ 45 ans (Pfaller and Diekema 2010). 

    Le sexe est aussi un facteur, puisque les hommes semblent être en moyenne 3 fois plus 

affectés que les femmes par la cryptococcose (Chen, Sorrell et al. 2000; Leal, Faganello et al. 

2008; Li and Mody 2010).  

Pathogénicité :  

     L’agent responsable de l’infection initiale serait la spore ou la levure déshydratée (Botts and 

Hull 2010). Les deux sont très petites, environ 1-5ȝm, et peuvent facilement se loger dans les 

alvéoles pulmonaires. Par contre, puisque la levure déshydratée n’est pas très résistante, la spore 

serait un meilleur candidat pour survivre à l’entrée initiale dans le poumon (Botts, Giles et al. 

2009). Les spores de Cryptococcus sont caractérisées par une couche très épaisse, 

morphologiquement différente de la surface de la levure mature et qui la protège contre le stress 

de l’environnement (Botts, Giles et al. 2009). Il est intéressant de noter que les spores de C. 

neoformans et C. gattii ne sont pas identiques. En effet, la spore de C. neoformans a une forme 

plutôt arrondie et une surface rugueuse parsemée de pics tandis que celle de C. gattii est 

beaucoup plus allongée et a une surface lisse. Puisque les spores sont rapidement éliminées par 

les macrophages alvéolaires, elles doivent activer leur germination le plus rapidement possible 
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(Giles, Dagenais et al. 2009). Elles semblent d’ailleurs auto-suffisantes en ce qui concerne les 

éléments nécessaires pour leur germination (Velagapudi, Hsueh et al. 2009). 

    Après avoir été phagocyté par les macrophages alvéolaires via l’interaction de β(1,3)-glucane 

de la spore et Dectine-1 et CD11b de l’hôte, Cryptococcus doit survivre dans ces derniers (Giles, 

Dagenais et al. 2009). Dans l’environnement, les amibes sont capables de phagocyter 

Cryptococcus, et selon les chercheurs, les tactiques d’évasion que Cryptococcus a dû, au cours 

de l’évolution, développer pour survivre dans les amibes sont aussi utilisées dans les 

macrophages (Greub and Raoult 2004). La levure Cryptococcus est capable de survivre et de 

bourgeonner dans l’environnement acide induit par les compartiments de lysosomes des 

macrophages (Levitz, Nong et al. 1999). Il faut aussi noter la formation de vésicules remplies de 

polysaccharides et une perméabilité de la membrane des phagosomes dans le cytoplasme des 

macrophages ayant phagocyté les levures. Ces vésicules, sécrétées par Cryptococcus renferment 

des polysaccharides nécessaires à la formation de la capsule. La levure produit aussi des 

vésicules qui contiennent des éléments nécessaires à sa virulence et à sa survie, soit les enzymes 

laccase, phospholipase B et uréase et les exporte dans le cytoplasme des macrophages 

(Rodrigues, Nakayasu et al. 2008).  

5. Les facteurs de virulences :  

    Cryptococcus possède trois facteurs de virulence principaux : une capacité de croissance à 

37°C, la synthèse de mélanine et la formation d’une capsule.  

5.1.  Croissance à 37°C  

C. neoformans et C. gattii sont les seuls Tremellalles capables de pousser de façon optimale à 

une température au-dessus de 30°C (Perfect, 2006). Ceci leur confère donc un avantage au 

niveau de l’établissement d’une infection, puisque la température corporelle de l’homme est de 

37°C. Plus de 20 gènes ont été démontrés comme nécessaires à la croissance à 37°C et 

probablement beaucoup d’autres n’ont pas encore été découverts (Perfect, 2006). 

5.2.   Synthèse de mélanine 

       La mélanine est une substance brun foncé à noir qui se loge dans la membrane cellulaire et 

protège contre la phagocytose par les amibes, les enzymes hydrolytiques de microbes et les 

rayons UV dans l’environnement. De plus, elle protège aussi C. neoformans et C. gattii contre 

les températures extrêmes, le stress oxydatif et les métaux lourds (Frases, Salazar et al. 2007). 
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5.3.  La capsule 

     La capsule est le facteur de virulence le plus important chez C. neoformans et C. gattii. Elle 

procure une barrière physique en empêchant la phagocytose, inhibe la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires, réduit la production d’anticorps, empêche la reconnaissance par le 

complément et réduit la migration des leucocytes (Lupo, Chang et al. 2008; Cordero, Frases et 

al. 2011).  

   Dans le cerveau, la capsule inhibe grandement la réponse en cytokines et chimiokines induite 

par les cellules microgliales (Goldman, Song et al. 2001). La structure et l’épaisseur de la 

capsule varient selon le lieu de la levure chez l’hôte, par exemple la capsule est plus mince dans 

le cerveau et plus épaisse dans les poumons (Charlier, Chretien et al. 2005).  

   Puisque les souches de Cryptococcus varient dans la composition de leur capsule, il est 

important de noter que c’est cette caractéristique qui confère à certaines souches une meilleure 

survie chez l’hôte, puisque des chercheurs ont constaté que lorsqu’ils infectent un hôte avec 

plusieurs souches, dans chaque organe infecté, il y a sélection des souches les mieux adaptées à 

cet organe (Garcia-Hermoso, Dromer et al. 2004).  

    Les souches qui possèdent une capsule plus mince, par exemple C. gattii R265, la principale 

souche responsable de l’éclosion de cryptococcose en Colombie-Britannique, induisent une plus 

forte réponse inflammatoire dans les poumons, une plus grande production de NO par les 

macrophages et ainsi la présence de grosses lésions granulomateuses dans les poumons 

(Fonseca, Nohara et al. 2010; Gupta and Fries 2010). Il est donc important de noter que dans 

les mêmes conditions environnementales, les isolats cliniques agissent différemment (Alanio, 

Desnos-Ollivier et al. 2011). La souche joue donc aussi un rôle dans la pathogenèse. 

5.4.   Autres facteurs de virulence importants 

     La sécrétion d’enzymes extracellulaires (laccase, phospholipase et uréase) est aussi un facteur 

de virulence important chez C. neoformans et C. gattii. Seules ces deux espèces de Cryptococcus 

produisent la laccase (Chan and Tay, 2010). La laccase est retrouvée dans le cytoplasme, la 

membrane cellulaire et la capsule. Elle contribue à la virulence par la synthèse de mélanine en 

utilisant des composés phénoliques et des flavonoïdes des plantes dans l’environnement (Fowler 

et al., 2011). 

   La phospholipase B (PLB) qui joue un rôle dans la biogenèse et le remodelage de la membrane 

de la levure peut se lier au DPPC (di-palmityol-phosphatidylcholine) et au PG 

(phosphatidylglycérol) des cellules épithéliales du poumon et hydrolyser les phospholipides à la 
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surface de celles-ci, augmentant ainsi la pénétration des levures et la dissémination (Djordjevic, 

2010). 

    L’urease est un facteur important de virulence de Cryptococcus, surtout dans l’infection 

système nerveux central (Cox et al., 2000). La transmigration vers le cerveau est 

uréasedépendante. L’urease entraine la sequestration de Cryptococcus dans les micro-capillaires 

à la barrière hémato encéphalique, facilitant donc l’invasion du cerveau (Shi et al., 2010). 

   Les superoxydes dismutases convertissent les radicaux libres, toxiques pour Cryptococcus, en 

peroxyde d’hydrogène et oxygène moins toxiques pour la levure (Cox et al., 2000). 

   L’inositol est un précurseur des phosphatidylinositols, un élément essentiel pour maintenir 

l’intégrité de la membrane de Cryptococcus. Le système nerveux central est riche en inositol et 

c’est probablement à cet endroit que Cryptococcus se l’approprie, expliquant en partie le 

neurotropisme de cette levure (Reynolds, 2009). 

6.  Traitement De La Cryptococcose 

Le traitement idéal des différentes formes cliniques de la cryptococcose n’est pas encore établi. 

Plusieurs antifongiques sont utilisables :  

6.1.   L’amphotéricine B (AmB)  

      L’amphotéricine B agit sur la membrane cytoplasmique du champignon (Figure n°6). En 

médecine humaine, l’amphotéricine B est le seule polyène antifongique qui peut être administré 

par voie intraveineuse pour l’élimination des mycoses profondes. Elle possède une forte affinité 

pour l’ergostérol, principal constituant de la membrane, avec lequel elle va former un anneau de 

8 molécules d’AmB reliées de manière hydrophobe aux stérols de la membrane fongique 

(Figure n°7) (Palacios et al., 2011). Ce complexe forme un port au travers duquel les ions 

monovalents vont s’échapper. L’altération de la perméabilité de la paroi conduit à la mort du 

champignon : l’AmB est fongicide (Sanglard et Bille, 2003). 

 

Figure n°6 : structure chimique de l’Amphotéricine B (Palacios et al. 2011).  
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Figure n°7: mécanisme d’action de l’Amphotéricine B (Palacios et al. 2011).  

6.2.   Le 5-fluorocytosine 

La 5-FC est une pyrimidine fluorée découverte à la fin des années 1950, qui va 

perturber la synthèse des acides nucléiques du champignon. Elle pénètre dans la cellule par 

une perméase (cytosine-perméase), elle est désaminée puis subit 3 phosphorylations pour 

aboutir à la 5-fluorouridine qui peut s’intégrer à l’acide ribonucléique (ARN) du champignon, 

et rentrer en compétition avec l’uracile endogène. Cette incorporation altère ou bloque la 

traduction de l’ARN (Figure n°8). Une autre voie de métabolisation donne de la 5- 

fluorodeoxyuridine, sous forme de monophosphate, qui inhibe l’enzyme thymidilate- 

synthétase (enzyme cruciale dans la synthèse de thymidine) qui intervient dans la biosynthèse 

de l’ADN. Ces actions combinées conduisent à l’arrêt de la croissance du champignon et à sa 

mort (Sanglard et Biller, 2003).  

 

Figure n°8: mode d'action de la 5-FC (Dannoui, 2007).  

 

La 5-FC présente peu d’effets secondaires, car elle est sélective pour les cellules 

fongiques, en effet, il n’existe pas de cytosine-désaminase dans les cellules de mamifères. La 

5-FC est active le plus souvent sur Candida spp. (sauf C. krusei) et C. neoformans, avec des 
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CMI basses de l’ordre de 0,5 à 4 ȝg/mL. Par contre, elle est inefficace sur la plupart des 

champignons filamenteux. Les effets secondaires sont de type digestif, hépatique (cytolyse), 

hématologique (anémie, thrombopénie, leucopénie, aplasie, agranulocytose) (Chabaud A, 

2012). 

6.3.  Les azolés :   

    Les azolés, les imidazolés et les triazolés, sont caractérisés par la présence d’un noyau azolé, 

c’est-à-dire d’un cycle pentavalent comportant deux (imidazolés) ou trois (triazolés) atomes 

d’azote. Les différents radicaux et chaînes latérales qui peuvent venir s’y greffer influencent la 

pharmacocinétique, voire le spectre d’activité des molécules de cette famille (Carbon et al., 

1994).  

     Leur mécanisme d’action consiste en une inhibition de la biosynthèse de l’ergostérol, 

principal composant de la membrane fongique. Les azolés inhibent le cytochrome P450 

nommé Erg11p, produit du gène ERG11, qui intervient dans la déméthylation du lanostérol en 

position 14α. Cela a pour conséquence un blocage de la synthèse d’ergostérol et une 

accumulation de stérols méthylés en 14α (lanostérols, éburicol, obtusifolione, etc) qui 

provoqueront un ralentissement de croissance des cellules fongiques, d’où un effet seulement 

fongistatique. L’efficacité des azolés s’explique par leur plus grande affinité pour la 14 α-

déméthylase fongique que pour celle de l’homme. Les azolés interviennent aussi au niveau du 

métabolisme oxydatif et peroxydatif, ils déclenchent l’accumulation de peroxyde d’oxygène 

qui aboutit à l’asphyxie de la cellule fongique (Chabasse et al., 1999 ). 

7. Mécanismes de la résistance aux antifongiques (Guillot J et Dannaoui E, 2015).  

En mycologie médicale, on distingue deux types de résistance :  

 La résistance intrinsèque, naturellement présente chez toutes les souches d’une même 

espèce ou d’un même genre.  

  La résistance acquise, induite par un processus de sélection génétique sous l’effet de 

l’application répétée d’un antifongique. 

       La résistance intrinsèque peut être due à une absence de concentration de l’antifongique 

dans la cellule ou à une faible affinité de l’antifongique pour sa cible. Ce processus est bien 

connu pour la levure Candida krusei, naturellement résistante au fluconazole.  

       L’emploi fréquent de cet antifongique en médecine humaine, en prophylaxie ou en 

traitement curatif lors des candidoses a eu pour conséquence le remplacement progressif de 
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l’espèce endogène sensible, Candida albicans, par d’autres espèces du genre Candida (dont C. 

krusei, C. glabrata ou C. parapsilosis) (Guinea, 2014). 

       La résistance naturelle de la moisissure Aspergillus terreus à l’amphothéricine B est 

également décrite. Plus récemment, la moindre sensibilité du dermatophyte géophile 

Microsporum gypseum vis-à-vis de la griséofulvine a été rapportée (Nardoni et al. 2013). La 

résistance acquise est un processus dynamique qui peut potentiellement être observé chez 

n’importe quelle espèce fongique et vis-à-vis de n’importe quelle molécule antifongique. 

Les mécanismes moléculaires qui rendent compte de ce mode de résistance incluent : 

(i) la modification de la cible de l’antifongique (liée à une ou plusieurs mutations du gène 

codant pour la cible) ; 

(ii) la surexpression de la cible de l’antifongique (par exemple liée à une modification du 

promoteur du gène) et  

(iii) la surexpression de pompes membranaires d’efflux (qui réduisent rapidement la 

concentration d’antifongiques dans la cellule fongique) (Cuenca-Estrella, 2014).  

       La résistance à la flucytosine apparaît rapidement lorsque la molécule est utilisée seule et 

est liée à un déficit combiné de sa pénétration (altération d’une purine-cytosine perméase) ou de 

son métabolisme (altération de la cytosine désaminase ou UMP pyrophosphorylase) dans les 

cellules fongiques (Dannaoui et al. 2012). 

        La résistance vis-à-vis des azolés apparaît fréquemment lorsque la cible (14-α-déméthylase) 

est modifiée. Cette enzyme intervient dans la synthèse de l’ergostérol membranaire et est codée 

par le gène Cyp51 (encore appelé ERG11).  
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Objectif de travail  

      Ce projet de thèse débuté en Janvier 2012, reposait sur quatre parties :  

         La première partie: l’identification des isolats d’actinomycètes isolées des eaux du lac El 

Melleh d’El Kala. Plusieurs tests morphologiques, physiologiques et biochimiques ont été 

réalisés. L’identification moléculaire par amplification de l’ADNr16S a été utilisée. Les 

actinomycètes sont régulièrement criblés pour la production de nouveaux composés bioactifs 

grâce à leur grande diversité métabolique. Dans notre étude, nous nous somme intéressé à la 

recherche de molécules biologiquement actives produites par nos isolats: enzymes et 

antifongique. Ces composés bioactifs ont une grande valeur commerciale, biologique et 

thérapeutique et peuvent être exploité en domaine industriel, médical et environnemental.  

        La deuxième partie de ce travail s’est orientée sur l’étude du Cryptococcus, une souche 

fongique prédominante dans la morbidité et la mortalité chez les hôtes immunodéprimés avec 

une prévalence de leur résistance aux traitements thérapeutiques actuels. Une collection d’isolats 

de cette levure a été obtenue à partir de plusieurs types d’échantillons, ensuite un ensemble de 

test d’identification avec une étude de leur profil de sensibilité aux antifongiques commercialisés 

a été réalisé.    

        La troisième partie de cette étude, s’est reposée sur la recherche de l’activité antifongique 

des actinomycètes vis-à-vis les isolats de Cryptococcus. Les isolats d’actinomycètes les plus 

performantes sur la levure feront l’objet d’une optimisation des conditions de production des 

métabolites antifongiques.      

      Dans la quatrième partie, une étude préliminaire des antifongiques produits et extraits par le 

choix de meilleures conditions de productions a été réalisée. Ainsi, et pour caractériser ces 

molécules, une séparation des substances bioactives par chromatographie sur couche mince, 

l’étude spectrale de l’extrait antifongique par spectrophotométrie UV-Visible et HPLC a été 

effectuée.    
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I. Étude des actinomycètes  

1. Présentation du site  

         Le Parc National d’El Kala, est l’un des plus grands parcs nationaux d’Algérie. Il a été créé 

par décret le 23 juillet 1983 et depuis 1990, il est classé Réserve de la Biosphère dans le réseau 

des réserves du programme MAB (Man And Biosphère) de l’UNESCO. Ce territoire est 

caractérisé par l’existence de cinq grands types d’habitats de haute valeur écologique. L’habitat 

forestier, l’habitat rupicole, l’habitat dunaire, l’habitat littoral et les zones humides (les Lacs El 

Mellah, Oubeira, Tonga et des Oiseaux sont classés sites Ramsar). Caractérisé par une 

importante mosaïque d’écosystèmes, le PNEK abrite une richesse faunistique et floristique 

diversifiée qui lui confère une grande importance dans le bassin méditerranéen (Benyacoub 

et al., 2000 ;Kherifi et Kherici, 2012).  

        Situé à 36° 53’N et 08° 20’ E (figure n°9), Le lac Mellah est une ancienne vallée fluviale 

qui s’est transformée en lagune après avoir été envahie par l’eau marine. C’est l’unique lagune 

qui existe en Algérie. Le double échange du lac Mellah avec son bassin versant de 81,45 Km2 de 

surface et avec la mer grâce à un chenal de 1,50 m de profondeur au contact du lac et 0,50 m à 

l’embouchure et long d’environ 1 Km, lui confère une grande biodiversité. Ces échanges 

permettent de maintenir un volume d’eau moyen du Mellah de 24 millions de m3 étalés sur une 

surface de 8,76 Km2 avec des profondeurs maximales de 5,20m et une alimentation pluviale 

annuelle de 800 mm. Tous les 21 mois, le lac Mellah renouvèle ses eaux avec des taux mensuels 

d’environ 1,13 millions de m3. Les fluctuations saisonnières de la température, entre 14 et 

29.7°C, sont aussi dues à la variabilité de la salinité allant de 29 à 37 ‰, tout en restant 

étroitement liée aux phénomènes des marées qui affectent le lac, montrant ainsi l’importance des 

échanges hydrologiques, biologique et thermiques entre ce dernier et la mer (Retima, 1999 ; 

Benyacoub et al., 2000 ; Baba- Ahmed, 2008).    

 

.  
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Figure n°9 : position géographique du lac El Mellah (Loucif Nabil et al., 2009)  

2. Origine des actinomycètes :    

       L’importance des actinomycètes dans le domaine biotechnologique a attiré l’intérêt de 

plusieurs chercheurs et a été le sujet de multiples études.    

       Dans le but d’étudier la biodiversité, la taxonomie ainsi que les molécules bioactives 

naturellement produite par ces actinomycètes, plusieurs recherches sur plusieurs sites : lac 

Oubeira, lac El Mellah, lac Fetzara, ont été dirigé par Pr. GACEMI KIRANE D.  Ce thème 

original entre dans le cadre de l’exploitation et la valorisation de la biodiversité actinomycètique 

des zones humides d’importance internationale dans la région méditerranéenne.  

       Les résultats obtenus par les études réalisés par cette équipe sont prometteurs citant : les 

résultats obtenus par Loucif L en 2006 et 2015, Cheraiti N en 2007, Morakchi H en  2011 et 

Ayari A en 2012 sur le lac Oubeira, ainsi que les résultats obtenus par  Alliouch-Kerboua C en 

2015 et Benouagueni S en 2016 sur le lac El Mellah; et ont incité  à poursuivre les efforts de 

recherche dans cette thématique afin de sélectionner des espèces doués d’activités biologiques 

intéressantes pouvant être exploités en bioindustries. 

 Pendant la réalisation de ces études, une souchethèque a été formée, les isolats d’actinomycètes 

ont été, purifié et conservé sur des milieux gélosés.    

       À partir de cette souchethéque, 20 isolats d’actinomycètes m’ont été confiés. Ces derniers 

sont soumis à un ensemble d’études de différents caractères morphologiques, physiologiques, 

biochimiques et moléculaire dans le but de leur identification. 
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3. Étude morphologique :  
3.1. Caractères culturaux :  

     Les caractéristiques culturales et morphologiques sont déterminées selon la méthode 

préconisée par Shirling et Gottlieb (1966) lors de « l’International Streptomyces Project ». Les 

milieux utilisés sont les suivants : ISP1 (Tryptone–extrait de levure agar), ISP2 (Extrait de 

levure-extrait de malt-agar), ISP3 (Farine d’avoine-agar), ISP4 (sels inorganique-amidon-agar) et 

l’ISP5 (Glycérol-asparagine-agar), la composition de chaque milieu est la suivante :  

ISP1 : extrait de levure 3 g, tryptone 5 g, agar 20 g, H2O qsp 1l. 

ISP2 : extrait de levure 4 g, extrait de malte 10 g, dextrose 4 g, agar 20 g, H2O qsp 1l. 

ISP3 : farine d’avoine agar (gruau d’avoine 20 g, agar 18 g), ajouter 1ml d’une solution saline, 

agar 20 g, H2O qsp 1l 

ISP4 : amidon soluble 10 g, K2HPO4 1g, MgSO4 1g, NaCl 1g, (NH4)2SO4 2g, CaCO3 2g, ajouter 

1 ml de solution saline, agar 20 g, H2O qsp 1l. 

ISP5 : glycérol 10 g, L-asparagine 1g, K2HPO4 1g, MgSO4 0,5 g, ajouter 1 ml de solution saline, 

agar 20 g, H2O qsp 1l.  

Solution saline : FeSO4. H2O (1g /l), MnCl2.4H2O (1g /l) et ZnSO4.7H2O (1g/l)  

     L’évaluation de la croissance et du développement du mycélium aérien sur chaque milieu est 

observée après 7, 14 et 21 jours d’incubation à 28°C.  

      La couleur du mycélium aérien et du substrat est déterminée par l’utilisation de la charte de 

couleur « ISCC-NBS» de Kelly et Judd (1955).   

3.2.     Aspect macroscopique et microscopique  

     L’observation macroscopique du mycélium aérien des colonies a été réalisée à l’aide d’une 

loupe binoculaire. 

    L’observation de la morphologie des chaines de spores a été réalisée à l’aide d’un microscope 

optique (G X 100).   
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4.     Étude physiologique  

     L’identification des espèces appartenant aux genres d’actinomycètes, nécessite en plus 

des caractères morphologiques, des caractères physiologiques et biochimiques. Les isolats 

ont subi 56  testes  habituellement utilisés dans la systématique des actinomycètes.  

4.1.   Production de pigments mélanoides :  

      D’après Shiling et Gottlieb (1966), les milieux ISP6 (peptone 15g, protéose peptone 5g, 

citrate de fer ammoniacal 0,5g, thiosulfate de sodium 0,08g, extrait de levure 1g/l, K2HPO4 

1g agar 20g, H2O qsp 1l) et ISP7 (glycérol 20g, L-asparagine 1g, K2HPO4 0,5 g, NaCl 0,5 g, 

FeSO4.7H2O 0,01 g, agar 20g, H2O qsp 1l) sont utilisés pour la mise en évidence des 

pigments mélanoides et diffusibles. L’observation de la couleur brune caractéristique de ces 

pigments se fait au 7ème et 14ème jusqu’aux 21 jours à 28°C, en comparaison avec les 

milieux témoins non ensemencés, incubés dans les mêmes conditions.      

4.2.   Hydrolyse de l’amidon :  

        L’hydrolyse de l’amidon est réalisée selon la méthode de Gordon et Smith (1953), sur le 

milieu nutritif gélosé, l’amidon soluble est ajouté à 1%, après 14 jours d’incubation à 28°C, la 

gélose est recouverte par une solution de lugol, l’hydrolyse se manifeste par la formation d’un 

halo blanc autour des colonies (absence de coloration autour des colonies).      

4.3.   Hydrolyse de la gélatine : 

      Selon la méthode de Waksman (1961), une suspension de l’isolat est réalisée en eau 

physiologique (environ 5ml), une bandelette de film photographique stérile est ajoutée à la 

suspension. Après incubation à 28°C pendant 7 jours, l’éclaircissement du film photographique 

est marqué positif. Un tube d’eau physiologique contenant une bandelette de film 

photographique non ensemencé servira de témoin négatif.  

4.4.   Hydrolyse de la caséine :  

     Selon Gordon (1974), 10g de caséine dissout dans 100ml d’eau distillée, puis  stérilisés a 

l’autoclave. 100ml d’eau distillée contenant 3,6g d’agar sont parallèlement autoclavés. Ces deux 

solutions sont mélangées aseptiquement puis coulées en boites de Pétri stériles.  

Après incubation à 28°C pendant 7 jours, une caséinase positive se manifeste par l’apparition 

d’une auréole claire autour des colonies. 
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4.5.   Dégradation de la cellulose :  

Dans un tube à essai contenant 9ml de milieu ISP9 liquide (sans source de carbone) :((NH4)2 SO4 

2.64 g, KH2PO4 5.38 g, K2HPO4 5.65 g, MgSO4. 7H2O 1 g, Solution saline 1 ml, agar 20 g, H2O 

psq 1L). On ajoute une bandelette de papier wattman N° 1 stérile (comme unique source de 

carbone). Les milieux sont ensemencés avec l’isolat test et un tube non ensemencé servira de 

témoin (Boulahrouf et al. 1986). 

Après 21 jours d’incubation à 28°C, une réaction positive se manifeste par la décomposition de 

la bandelette du papier.  

4.6.  Recherche de l’uréase :   

      La recherche de l’uréase est effectuée en mettant 4 gouttes du milieu Urée-indole (couleur 

jaune) dans 4,5 ml d’eau physiologique puis les ensemencées par l’isolat d’actinomycète (Lanyi 

B., 1987 ; Kitouni, 2007). Après une incubation à 28°C pendant 24h, une uréase positive se 

manifeste par le virage de la couleur du milieu vers le rouge.  

4.7.   Recherche de la production d’indole :  

      Les isolats sont ensemencés dans 4,5 ml d’eau physiologique contenant 4 gouttes du milieu 

Urée-indole. La lecture est effectuée après 24h d’incubation à 28°C. 2 à 3 gouttes du réactif de 

Kovacs sont ajoutées à 1 ml de la culture. Une réaction positive se traduit par l’apparition d’un 

anneau rouge vermillon à la surface (Lanyi B., 1987 ; Kitouni, 2007). 

4.8.  Croissance à différentes températures : 

     Le test de croissance à différentes températures a été réalisé sur le milieu ISP2, la croissance 

des isolats est observée après 7 jours d’incubation, les températures testés sont les suivantes : 

10°C, 29°C, 37°C, 45°C. 

4.9. Croissance à différentes valeurs de pH :  

    Le test de croissance à différents pH a été réalisé sur le milieu ISP2, la croissance des isolats 

est observée après 7 jours d’incubation à 28°C, les pH testés sont les suivants : 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10. 
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4.10.  Utilisation des composés glucidiques comme seul source de carbone : 

    Cette étude est réalisée sur le milieu de base ISP9 selon la technique de Pridham et Gottlieb 

(1948). Les différentes sources de carbone testées sont les suivantes : galactose, raffinose, L-

arabinose, L-rhamnose, D-fructose, D-mannitol, D-xylose, saccharose, sorbitol, D-mellibiose, 

mannose.  

    Les glucides stérilisés par filtration sur une membrane Millipore (0,45µm), sont ajoutés au 

milieu de culture à raison de 1%. Après incubation à 28°C pendant 21 jours, la lecture est 

réalisée en comparant la croissance des actinomycètes en présence des glucides avec un témoin 

positif et un témoin négatif. 

    - le glucose est utilisé comme témoin positif.  

    - le milieu SP9 sans source de carbone comme témoin négatif. 

4.11.  Utilisation du citrate comme seul source de carbone :  

    Ce test est réalisé en ensemençant le milieu citrate de Simmons. Après une incubation à 28°C 

pendant 7 jours, une lecture quotidienne a été effectuée dont le résultat positif se manifeste par 

un virage du vert en bleu Kitouni (2007).  

4.12.  Utilisation d’acide aminé comme seul source d’azote :  

    Cette étude est réalisée sur le milieu de base ISP9 selon la technique de Williams et al (1983). 

Les différentes sources d’azotes testées sont les suivantes : Valine, Asparagine, Proline, 

Arginine, Serine.   

    Les acides aminés stérilisés par filtration sur une membrane Millipore (0,45µm), sont ajoutés 

au milieu de culture à raison de 1%. Après incubation à 28°C pendant 21 jours, la lecture est 

réalisée en comparant la croissance des actinomycètes en présence des acides aminés ou en leur 

absence (témoin négatif).     

4.13. Sensibilités aux antibiotiques :  

    Les isolats ont été testés pour leur profil vis-à-vis des antibiotiques, en utilisant la technique 

des disques recommandée par  Goodfellow et Orchard (1974). Les antibiotiques utilisés sont 

présenté au tableau n° 5.  
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Tableau n°5 : Liste des antibiotiques utilisés pour le profil des actinomycètes 

Famille Classe Génération Antibiotique Abrevi-

ation 

Concent

-ration 

 

 

ß-lactamine 

Pénicilline Pénicilline du 

groupe A 

Ampicilline  

Amoxicilline 

AMP 

AMC 

25µg 

30µg 

Carbapénémes Imipénème  IPM 10µg 

 

Céphalosporines  

1 ère génération  

 

Céfazoline  

Cefalexine  

CZ 

CN 

30µg 

30µg 

3éme génération  Cefotaxime  

Cefixime  

CTX 

CFM 

30µg 

10µg 

Aminosides Kanamycine  

Tobramycine  

K 

TM 

30µg 

10µg 

Lincosamides Clindamycine  CL 2µg 

 
Macrolides  

Érythromycine 

Spiramycine  

E 

SP 

15µg 

100µg 

Synergistines Pristinamycine  PR 15µg 

Cyclines  Doxycycline  D 30µg 

 

Quinolones 

Fluoroquinolone  Pefloxacine  

Acide Nalidixique  

PEF 

NA 

5µg 

30µg 

Quinolone 1ére génération  Acide Pipémidique  PI 20 µg 

Oxyquinoleines Nitroxoline  NTX 30µg 

 
4.14. Tests de sensibilité aux molécules chimiques :  

     L’évaluation de la sensibilité des isolats actinomycétales vis-à-vis de certains composés a été 

réalisés selon la technique détaillée par Goodfellow (1971). En utilisant le milieu YEA et après 

incubation à 28°C pendant 21 jours, la lecture est réalisée en comparant la croissance des 

actinomycètes en présence des molécules chimiques ou en leur absence. Les tests choisis sont :  

 Le phénol a 0 ,1%. 

 Le sodium azide a 0.001%. 

5.   Étude biochimique :   

L’étude des caractères biochimiques a été mise en évidence par différents API Systèmes :  
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5.1.  L’API 50CH : 

       La galerie API 50 CH est un système standardisé associant 50 tests biochimiques permettant 

l'étude du métabolisme des hydrates de carbone des microorganismes.  

     Les tests de fermentation ont été inoculés avec API 50 CHL  Medium qui réhydrate les  

substrats (polypeptone 10 g, extrait de levure 5 g, tween 80 1 ml, phosphate dipotassique 2 g, 

acétate de sodium 5 g, citrate diammonique 2 g, sulfate de magnésium 0,20 g, sulfate de 

manganèse 0,05 g, bromocrésol pourpre 0,17 g, eau déminéralisée 1000 ml).   

    Après une incubation à 28°C pendant 24h, 48h et 72h, la fermentation se traduit  par un 

changement de couleur dans les tubes, dû à une  production d'acide en anaérobiose révélée par 

l'indicateur  de pH du milieu choisi. Le premier tube, sans principe  actif, sert de témoin négatif. 

5.2. L’API 20 NE 

     La galerie API 20 NE comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les tests 

conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui reconstitue les milieux 

(sulfate d’ammunium 2g, agar 1.5g, solution de vitamines 10.5ml, solution d’oligoelement 10ml, 

phosphate monosodique 6.24g, chlorure de potassium 1.5g eau deminéralisée qsp 1L). Les 

réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés 

spontanés ou révélés par l'addition de réactifs.   

5.3.L’API ZYM  

      La galerie API ZYM est une microméthode semi-quantitative, se compose de 20 cupules 

spécialement adaptées à l’étude des réactions enzymatiques. Le fond de la galerie est constitué 

d’une trame de fibres non-tissés où sont répartis les substrats synthétiques.  

      Les tests enzymatiques sont inoculés avec une suspension dense, qui réhydrate les substrats. 

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés 

révélés par l’addition des réactifs. 

 

6. Identification moléculaire :  

     Les approches moléculaires sont souvent utilisées pour l’identification des micro-organismes 

pour  leurs rapidités et efficacités. Parmi les méthodologies employées, la réaction en chaîne de 

la polymérase (PCR) standard est largement pratiquée (figure N°10). La caractérisation 

phylogénique des isolats a été réalisée par des techniques adaptées et optimisées au niveau de 

l’unité des Rickettsies de la faculté de médecine à l’université de la Méditerranée (Marseille-

France). 

     Le travail a été effectué dans la période de Décembre 2012 au Janvier 2013 et orienté par Dr 

Roux Véronique. 
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6.1.   Polymérase chain reaction (PCR) (Renvoisé A., 2012) :   

      Le principe de la Polymérase Chain Réaction (PCR), consiste à amplifier spécifiquement une 

séquence cible. Les réactions d’amplification des gènes codant pour l’ARN 16S sont réalisées 

avec des amorces spécifiques, dans un thermocycleur de type Applied Biosystems.  

6.1.1. Extraction de l’ADN génomique:  

L’ADN génomique a été extrait par un système entièrement automatisé à l’aide du kit Qiagen et 

l’appareil de l’extraction EZ1 Advanced XL selon les conditions spécifiques par les 

fournisseurs :  

      - pipeter 500 µl de  Buffer G2 (tampon de digestion : 800 mM GU-HCl 30 mM Tris-HCl pH 

8.0 30 mM EDTA pH 8.0 5% Tween-20 5% Triton-X100) et le mettre dans un tube à Eppendorf 

contenant la poudre de verre puis ajouter des colonies jeunes.   

      - agiter 4 fois au Fastprept (appareil d’agitation et d’homogénéisation)  pendant 20 secondes 

afin d’assurer une lyse efficace. Il est essentiel que l’échantillon et le buffer G2 soient bien 

mélangés.   

      - après agitation récupérer 200µl du mélange (avec quelques cellules) et le mettre dans un 

autre tube à Eppendorf.  

     - ajouter 10 µl de protéinase K et incuber une nuit à 56°C.  

     - récupérer 200µl du mélange et le mette dans un nouveau tube Eppendorf. 

     - dans l’appareil EZ1 Advanced XL, placer les cartouches de réactifs dans leurs supports, 

après mettre respectivement : 

 1er rang : un tube à Eppendorf vide pour récupérer l’ADN pure.  

 2éme rang : les Tips 

 3éme rang : laisser vide  

 4éme rang : l’échantillon 

      - Avant de lancer l’appareil de l’extraction, il faut vérifier la carte EZ1 Advanced XL de 

l’ADN bactérien, cette carte est préprogrammée avec des protocoles pour la purification de 

l'ADN. 

L’EZ1 Advanced XL est un système d'extraction d'acide nucléique entièrement automatisé 

fournis par QIAGEN. Les acides nucléiques sont isolés à partir de lysats en une seule étape par 

la liaison à la surface de la silice des particules magnétiques, en présence d'un sel chaotrope. Les 

particules sont ensuite séparées à partir des lysats à une force magnétique. Après lavage, l'ADN 

ou l'ARN pur est élué (Centre for Genomic Sciences, 2014). 

- Après extraction, 100µl d’ADN pure est recueillie et conservé à -20°C. 
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6.1.2. Protocol d’une PCR standard :  

    L'amplification par PCR du gène de l'ARNr 16S a été réalisée en utilisant la paire d'amorce 

universelle fD1et rP2  selon Weisburg et al. (1991).  

- fD1 : (5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) 

- rP2 : (5’ ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3’) 

     Dans une plaque de Thermocycleur Appied Biosystems, déposer 50µl de mélange réactionnel 

comme décrit dans le tableau n°6, dans chaque puits, introduire par la suite dans le 

thermocycleur.   

Tableau n°6: composition des mélanges réactionnels pour les PCR standards  

Mix PCR standard pour une réaction  Quantité (µl) 

Primer fD1 

Primer rP2 

dNTP 

Tampon 

Taq polymérase (FastTart)  

Eau  

ADN à amplifier 

1 

1 

5 

5 

0.25 

32.75 

5 

Volume total 50 
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Figure N° 10 : Principe de la Polymerase chain reaction (PCR) standard (Mridha, 2015).  

 

 

40th cycle 

95°C 

72°C 

72°C 
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Les étapes de la PCR sont détaillées dans le tableau n°7.  

Tableau n°7 : les étapes de la PCR.  

Étape  Température  Temps  

Dénaturation  94°C 5min  

Amplification  

(40 cycle)  

Dénaturation  95°C 30s 

Hybridation  52°C 30s 

Élongation  72°C 30s 

Élongation finale 72°C 7min  
 
6.2.   Électrophorèse sur gel d’agarose  
       La vérification de la qualité de l’extraction a été réalisée par le dépôt des produits de PCR 

sur un gel d’agarose à 1.5% contenant du tampon TBE à 0.5% dans une cuve à électrophorèse. 

La migration s’est fait pendant 20 min sous un voltage de 135V.    

6.2.1.   Protocol de préparation de gel d’agarose  

- mélanger 6g de poudre d’agarose avec 400 ml  du Tampon TBE 0.5 X dans un flacon  

en verre stérile  

- faire fondre le mélange au four à micro-ondes jusqu’à l’obtention d’un mélange 

parfaitement transparent puis laisser refroidir  

- ajouter la solution de bromure d’éthidium BET (10µl de BET pour 50ml de gel 

liquide), mélanger bien, couler le gel dans le support du gel après avoir mis les peignes 

- laisser refroidir jusqu’à la solidification de gel 

6.2.2.   Électrophorèse de produits d’amplification  

- retirer les peignes après polymérisation du gel et placer le gel dans la cuve 

d’électrophorèse.   

- remplir la cuve d’électrophorèse avec le tampon TBE 0.5X (le gel doit étre totalement 

émergé) puis déposer 5ȝl du DNA marqueur de poids moléculaire [Bench Top pGEM 

DNA Markers] dans le premier puits 

- mélanger 7 ȝl du produit amplifié (ADN) avec 2 ȝl Bleu de charge (bleu de 

bromophénol) et prélever 7µl du mélange et le déposer dans les puits 

- déposer un témoin négatif dans le dernier puits, fermer le couvercle de la cuve. 

Brancher la cuve au générateur. Mettre l'alimentation sous tension à 135V et régler la 

durée de migration (environ 20 min). Une fois la migration finie, placer le gel dans le 

système d’imagerie à UV pour la visualisation des bandes.  

La présence de la bande qui correspond au fragment amplifié a été comparée avec le marqueur 

de poids moléculaire.  
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6.3. Séquençage :  

       Le séquençage a été réalisé en utilisant le Kit BigDyeTerminator v1.1 Matrix Standard Kit 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) et le séquenceur Automate ABI 3130 (Applied 

Biosystems), selon les recommandations du constructeur. 

6.3.1.  Purification 

    La purification de l’ADN se fait par ultrafiltration sur membrane « NucleoFast 96 PCR ». Une 

plaque de 96 puits dans laquelle 50 µl d’ADN et 50 µl d’eau distillé sont mélangé, ce volume est 

transféré dans un système d’aspiration (millipore) à 15 bar pendant 10mn. Ainsi les impuretés 

sont filtrées et l’ADN reste sur la membrane. Le détachement de l’ADN à partir de la membrane 

se réalise par l’ajout de 50 µl d’eau pure et agitation pendant 10mn à 500 tours/min.   

     Le produit est purifié et prêt pour la PCR BigDye. 

6.3.2. PCR BigDye 

     Cette PCR consiste à amplifier le Forward et le Reverse séparément pour les séquencer par la 

suite. La réaction se déroule dans un volume final de 20 ȝl, contenant 6 µl du mixte BDV1, 4µl 

d’ADN et 10µl d’eau distillé.  

La préparation du mixte BDV1 est réalisée comme suit : 100 µl d’amorce, 200 µl de colorant 

rose, 300µl de tampon BDV1.  

L’ADN 16S est amplifié par l’utilisation de huit amorces d’oligonucleotides permettant le 

séquençage de toute sa longueur (approximativement 1500pb), ces amorces sont :  

      357F : (5’ CTGCTGCCTCCCGTA 3’)              357R : (5’ TACGGGAGGCAGCAG 3’) 

    536F : (5’ CAGCAGCCGCGGTAATAC 3’)     536R : (5’ GTATTACCGCGGCTGCTG 3’) 

    800F : (5’ ATTAGATACCCTGGTAG 3’)         800R : (5’ CTACCAGGGTATCTAAT 3’) 

    1050F : (5’ TGTCGTCAGCTCGTG 3’)             1050R : (5’ CACGAGCTGACGACA 3’) 

Huit tubes de PCR pour chaque isolat sont préparés, la PCR est réalisée dans un thermo-cycler 

Applied Biosystems selon le programme porté dans le tableau n°8. 

Tableau n°8 : programme de l’amplification de la PCR BigDye 

Température       96C°           96C°                50C°                     60C°                     4C° 

Temps                   1min            10s                   5s                         3min                       ∞ 
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6.3.3. Purification par Sephadex 

Dans une plaque à filtre spécifique à la purification par Sephadex G 50 de la marque sigma,  

- mettre  la poudre de Sephadex dans les puits de la plaque auxquels ajouter 300ȝl d’eau ultra 

pure et laisser reposer 2 heures 

- après avoir mis la plaque à filtre au-dessous d’une plaque contenant des puits,  centrifuger à 

2600 rpm pendant 6min pour récupérer l’excédent d’eau dans les puits qui sera jeté 

- déposer 20 ȝl de l’ADN délicatement au centre des puits de la plaque à filtre du gel Sephadex  

- placer sur une deuxième plaque à puits, centrifuger à 2600 trs/mn pendant 6 mn. Ainsi, 

l’ADN passe à travers le gel et récupérer dans les cupules de la plaque de microtitrage de 96 

puits du séquenceur, 

- Recouvrir les filtrats contenant l’ADN purifié par un tapis de protection, 

Le produit récupéré est alors prêt à être séquencer.  

6.3.4. Séquençage 

     Sur le séquenceur Automate ABI 3130 (Applied Biosystems), remplir les fiches pour 

séquençage sur le logiciel. Mettre la plaque pour le séquençage sur le support et la déposer dans 

le séquenceur. Lancer le séquençage. 

6.4.   Analyse des séquences 

Les séquences des fragments obtenus par les huit amorces utilisées, ont été analysées et corrigées 

par le logiciel ChromasPro(version 1.5.0). 

Les séquences de l’ADNr 16S des isolats d’actinomycètes sont comparées avec les séquences de 

l’ADNr 16S des bactéries disponibles sur la base de donnés « GenBank » par l’utilisation du 

programme de comparaison des multi séquences de nucléotides « BLAST », disponible sur le 

site http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast, qui est un outil de recherche de régions de ressemblances 

entre séquences. Les résultats sont exprimés en pourcentage de similarité de l’isolat à identifier 

avec les espèces les plus proches (Altschul et al., 1990). Ensuite déterminer leur affiliation 

phylogénétique. Après avoir aligné les séquences, les arbres phylogénétiques ont été construits 

avec le programme Mega5 selon la méthode du  «Neighbor-joining » (Tamura et al., 2011).  
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II. Isolement et Étude de Cryptococcus 

1. Prélèvement pathologique :  

    Cette étude a été réalisée en collaboration avec le Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, 

Hôpital Ibn Sina, Annaba, Algérie et le Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, Hôpital de la 

Timone, Marseille, France. Les informations des isolats sont mentionnées dans le tableau n°9.    

Tableau n°9: Cryptococcus isolat clinique. 

    

isolats origine sexe âge date de 
prélèvement 

CN104 sang homme 46 2003 
CN721 sang homme 19 2007 
CN954  LCR homme 22 2003 

 

2. Prélèvement environnemental :  

      Les prélèvements environnementaux ont été effectués entre le mois de Mai et le mois 

d’Octobre 2012. La figure n°11 montre les différentes zones de prélèvement : hôpitaux 

(intérieur et extérieur), polycliniques et lieux de regroupement public.  

      Le prélèvement a été réalisé à partir de plusieurs types d’échantillon, les fientes des pigeons, 

de l’air atmosphérique au tour des fientes et à partir de matériaux vivants recueillies sur les 

arbres d'eucalyptus. Le traitement des échantillons a été effectué selon la technique détaillé par 

(Borani et al, 2006).  
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a)  

 

b)  

 

Figure n°11 : sites de prélèvement des échantillons : a) Site de prélèvement hors 
l’agglomération (Hors Annaba) : b)   Site de prélèvement dans l’agglomération (Annaba).  
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2.1.   Technique de prélèvement :  

2.1.1. L’air atmosphérique :  

       Le prélèvement de l’air atmosphérique a été réalisé à l’aide de l’appareil SAS AIR 

SAMPLER Duo 360 (Bioscience International, Rockville, USA). La figure n°12 présente 

l’échantillonneur microbiologique portable de l'air possédant dans un seul corps deux têtes 

d'échantillonnage. L'échantillonnage simultané sur deux têtes nous permet d'utiliser deux milieux 

différents pour le même cycle d'échantillonnage réduisant considérablement le temps de 

surveillance. 

      Dans notre étude, deux milieux ont été utilisé : Sabouraud et Sabouraud+ Chloramphénicol. 

Le dispositif a été placé dans les sites de prélèvements des fientes et programmé pour aspirer 

180l d'air par minute pendant 2 min. Les boites de Pétris sont ensuite transférées immédiatement 

au laboratoire et incubées à 30°C pendant 8 jours avec observation quotidienne (Borani et al, 

2006).   

 

Figure n°12: prélèvement de l’air atmosphérique par l’appareil SAS AIR SAMPLER Duo 360.  

2.1.2. Fiente des pigeons :  

Selon Soares et al (2005), prélever délicatement les fientes à l’aide d’une spatule stérile, les 

mettre dans des tubes stériles, puis transférer les échantillons immédiatement au laboratoire. 
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2.1.3. Les arbres des Eucalyptus :  

Le prélèvement à partir des arbres d’Eucalyptus a été réalisé selon la technique détaillé par 

Yehia A. et al, (2000).   

 prélever à partir de chaque arbre séparément les fleurs, les fruits, les feuilles, l'écorce, le 

bois, les débris et le sol. 

 mettre les échantillons dans des tubes stériles  

 transférer les échantillons immédiatement au laboratoire  

2.2.    Traitement des échantillons :  

     Les échantillons de fiente de pigeon et d’Eucalyptus ont été mis en suspension dans l’eau 

physiologique stérile à un rapport de 1: 5. Après une agitation au vortex pendant 5 min, les tubes 

ont été laissé sédimenter pendant 20mn. 0.5ml du surnageant ont été inoculées sur  le milieu 

Sabouraud Dextrose Agar (SDA) additionné de (0,1 g/l) de chloramphénicol.    

     Les boites sont incubées à 30°C pendant 8 jours et examinées quotidiennement.    

3.  Identification:  

    L’identification est réalisée selon les tests macroscopiques, microscopiques, biochimiques et 

moléculaires.  

3.1.   Identification macroscopique et microscopique :  

Selon l’aspect macroscopique des isolats :  

 Une coloration à l’encre de chine a été réalisée aux colonies présentant l’aspect de la 

levure Cryptococcus : lisse, humide, luisante avec une couleur crème à brune.   

3.2. Identification biochimique :  

L’étude des caractères biochimique des levures suspectées a été réalisée par le system ID32C, un 

système standardisé pour l'identification des levures, qui utilise 32 essais d'assimilation de sucre 

miniaturisés.  

  Après incubation à 30°C pendant 24 à 48h, la lecture se fait visuellement en comparant au 

contrôle négatif, une réaction positive se traduit par la présence de trouble dans la cupule.  

3.3. Identification moléculaire :  

3.3.1. Technique :  

     L’ADN Fongique a été extrait en utilisant le kit de tissus EZ1 ADN avec l’appareil de 

l’extraction EZ1 advenced XL. Les colonies ont été incubées dans 200 µl de tampon G2 et 10µl 

de protéinase K à 56 °C jusqu'à ce que la lyse totale. L’ADN a été ensuite purifié comme décrit 

par le fabricant et élué dans 100 µl de tampon.  

Matériel et Méthodes  



70 

 

     Les primers D1 et D2 ont été utilisés pour amplifier la région variable D1-D2 de 26 S et les 

amorces ITS3 (Farwerd) et ITS4 (reverse) ont été utilisés pour amplifier l'espaceur interne 

transcrit 2 (ITS2) du gène de l'ARN ribosomique, comme décrit dans Cassagne et al.(2013). 

   Les tableaux n°10 et n°11 présente les caractéristiques et les séquences de l’extrémité 5’ du 

domaine 26 S ADNr D1/D2 et la région 5.8 S-ITS de l’ARNr (ITS) qui sont les régions les plus 

fréquemment séquencés pour l'identification de levure (Libkind et Sampaio, 2009).  

      Le séquençage a été réalisé en utilisant l’automate ABI 3130 (Applied Biosystems), selon les 

recommandations du constructeur. 

     Les séquences obtenues ont été comparés contre les séquences nucléotidiques déposées dans 

GenBank en utilisant le programme BLAST via le serveur NCBI et la Société internationale de 

Mycologie humaine et animale (ISHAM) –ITS reference DNA barcoding database.  

Tableau n°10: liste des amorces utilisées pour l’identification des Cryptococcus.  

Primer Séquences 

D1 5’AAC TTA AGC ATA TCA ATA AGC GGA GGA 3’ 

D2 5’ GGT GCC TGT TTC AAG ACG G 3’ 

ITS3 5’ GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC 3’ 

ITS4 5’ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’ 

 

Tableau n°11 : caractéristiques de régions amplifiées.  

Région Caractère région Reference 
 
Domaine D1/D2 

-hautement conservée 
-base de données plus complète 
-fournit une identification précise 

 
Cassagne et al. (2013) 

 
ITS2 

-plus variable 
- base de données moins complètes 
-utile pour l'analyse des espèces 
étroitement liées 

 
White et al. (1990) 
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4.  Étude de la sensibilité de Cryptococcus aux antifongiques par la méthode de dilution 

en milieu liquide à l’aide du kit Sensititre Yeast One 

       Le système de sensibilité Sensititre est un produit de diagnostic in vitro destiné à tester la 

sensibilité des levures non-exigeantes dont Candida et Cryptococcus à divers antifongiques, les 

fourchettes de dilution de ces antifongiques sont mentionnées dans le tableau n°12. La figure 

N°13 représente cette méthode de microdilution en milieu liquide qui fournit des résultats 

qualitatifs et quantitatifs de Concentration Minimale Inhibitrice (CMI). (Espinel-Ingroff et al., 

2004 ; Linares et al., 2004 ; Pfaller et al., 2012). 

Tecnique :  

      Prélèver plusieurs colonies bien isolées dans une culture pure de 48 à 72 heures de l’isolat de 

Cryptococcus, et elles sont émulsifiées dans de l’eau physiologique stérile. La suspension est 

agitée au Vortex pendant 15 secondes, en veillant à ce que la suspension soit uniforme. Ajuster 

la densité selon une norme 1 McFarland à l’aide du turbidimetre. 

     Ensuite, transfèrer 20ȝl de la suspension dans 11 ml de milieu liquide d’inoculum Yeast One, 

pour obtenir un inoculum de 1,5 à 8x103 cellules/ml. Le milieu liquide est versé dans une cuve 

d’ensemencement stérile et 100ȝl sont inoculés dans chaque cupule de la plaque à l’aide d’une 

micropipette multicanaux. Couvrir toutes les cupules avec la fermeture adhésive et les plaques 

sont Incubées à 30°C pendant 72 heures (Pfaller M.A. et al, 2012).  

Les souches Candida krusei ATCC® 6258 et Candida parapsilosis ATCC® 22019 sont utilisées 

comme souche de contrôle qualité. 

Lecture  

Les plaques sont lues visuellement sous l’éclairage normal, à l’aide d’un miroir de lecture 

présentant le dessous des cupules. La croissance des levures dans les solutions antifongiques est 

mise en évidence par le virage de l’indicateur colorimétrique de croissance du bleu (négatif) au 

rouge (positif). Certaines levures peuvent ne pas faire virer complètement l’indicateur au rouge, 

mais entraînent une prise de teinte pourprée notamment pour les azolés. 

La CMI représente concentration minimal d’un antifongique qui inhibe substantiellement la 

croissance de l’organisme, comme le détecte le changement de couleur. Le degré de changement 

de couleur dans les cupules contenant l’antifongique est comparé à la couleur des cupules de 

contrôle de croissance positive. 

 L’organisme est résistant à la plus haute concentration de l’antifongique quand la croissance 

est observée dans les cupules. 

 Pour l’amphotéricine B à 24 heures, les points de virage se définissent en général facilement 

et la CMI est lue comme la plus faible concentration en antifongique empêchant tout 

changement de couleur discernable (premier puits bleu). 
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 La flucytosine et les azolés, tels que le fluconazole, l'itraconazole, le kétoconazole, le 

voriconazole et le posaconazole peuvent donner des points de virage en général moins 

tranchants en raison de la croissance diffuse. La CMI est lue comme la première cupule 

montrant un virage moins intense comparé à la cupule de contrôle à croissance positive. 

 

Tableau n°12 : antifongiques utilisés et dilutions des plaques Sensititre Yeast One.  

Position  Antifongique Abréviation Fourchette de 
dilution (μg/ml) 

A1 Control de croissance + cont  

A2-A12 Posaconazole PZ 0,008-8 

B1-B12 Amphotéricine B AB 0,008-16 

C1-C12 Fluconazole FZ 0,125-256 

D1-D12 Itraconazole IZ 0,008-16 

E1-E12 Kétoconazole KZ 0,008-16 

F1-F12 Flucytosine FC 0,03-64 

G1-G12 Voriconazole VOR 0,008-16 

H1-H12 Caspofungine CAS 0,008-16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°13 : la plaque Sensititre Yeast One (Prasanna S. et al., 2016).  
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III.  Mise en évidence de l’activité antifongique 

    L’activité antifongique des isolats d’actinomycètes est évaluée à l’aide de deux testes qui 

permettent de dissocier les températures et les temps d’incubation des isolats productrices de 

ceux des isolats utilisées pour la mise en évidence d’une activité éventuelle.  

1. Technique de la double couche : (Bastide et al, 1986)  

     La méthode de double couche consiste à ensemencer ponctuellement (en touche de 10 mm de 

diamètre) l’isolat d’actinomycète, au centre d’une boite de Pétri (diamètre 90 mm) contenant un 

milieu gélosé. Quatre milieux ont été utilisés : ISP2, ISP1, Bennett et GYEA.  

Bennett : glucose (10g/l), extrait de levure (2g/l), extrait de viande (1g/l), peptone (2g/l), agar 

(20g/l). 

GYEA : glucose (10g/l), extrait de levure (10g/l), agar (20g/l).  

     Après 7 jours d’incubation à 28°C, les cultures sont recouvertes par 8ml de milieu Sabouraud 

semi-solide (contenant 7g/l d’agar), préalablement ensemencé avec l’une des isolats testes (1ml 

d’inoculum : 9ml de milieu). Après solidification de la deuxième couche, les boites sont 

réincubées à 30°C pendant 24 à 48h. Lecture : la distance entre le bord d’une colonie et la limite 

de la zone où l’isolat test n’est plus inhibé est mesurée en mm (figure n°14). 

2.  Technique des cylindres d’agar : (Bastide et al, 1986) 

     Dans cette méthode les isolats d’actinomycètes sont ensemencés en stries serrées à la surface 

de quatre milieux différents : ISP2, ISP1, Bennett et GYEA. Après incubation à 28°C pendant 7 

jours, on prélève à l’aide d’un emporte-pièce (embout) pour chaque isolat étudiée et sur les 

quatre milieux utilisés, des cylindres d’agar de 6mm de diamètre. Ces cylindres sont déposés à la 

surface d’un milieu Sabouraud préalablement ensemencé par l’isolat cible. Les boites portant les 

cylindres sont placées à 4°C pendant 2h afin de permettre la prédiffusion des substances a 

activité antifongique. Les diamètres des zones d’inhibition sont mesurés après 24 à 48h 

d’incubation à 30°C (figure n°15).  
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Figure N° 14: Technique de double couche.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°15 : technique cylindre d’agar. 
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3. Optimisation de conditions de production 

    La composition du milieu de culture gouverne la capacité et la quantité de métabolites 

secondaires produit par le micro-organisme en question.  Plusieurs travaux ont montré que la 

nature de la source de carbone ainsi que les additifs chimiques et le temps d’incubation 

influencent énormément la capacité de production de molécules bioactives chez les Streptomyces 

(Mellouli et al., 2004 ; Fourati ben Fguira 2005 ; Ben Ameur Mehdi et al., 2006).  

3.1. Cinétique de production de métabolite :   

    Dans le but d’optimiser la croissance des isolats et la production de métabolites à activité 

antifongique, nous avons testé différents milieux de culture avant de réaliser l’extraction des 

métabolites bioactifs. Pour cela les isolats ont été cultivés sur quatre milieux différents (ISP1, 

ISP2, Bennett et GYEA). L’activité antifongique de chaque isolat a été testée quotidiennement 

pendant 14 jours pour chaque milieu en utilisant la technique de cylindre d’agar. (Badji et al., 

2005 ; Boudjella et al., 2006).   

3.2. Choix de solvant d’extraction : (Badji et al., 2005) 

    Afin de choisir le meilleur solvant d’extraction, l’isolat représentative E96 est ensemencée en 

stries très serrées à la surface du meilleur milieu de production d’antifongique, coulé dans des 

boites de Pétri. Après d’incubation à 28°C, le milieu contenu dans une seule boite est découpé en 

petits cubes lesquels sont placés dans un Erlenmeyer stérile contenant 40ml d’un solvant 

organique.  

    Quatre solvants de polarité différente sont utilisés : n-hexane, dichlorométhane, l’acétate 

d’éthyle et le n-butanol, du plus miscible dans l’eau au moins polaire.  

    L’extraction est effectuée sous agitation pendant deux heures à température ambiante. 

L’extrait organique obtenu est filtré puis évaporé sous vide à 45°C à l’aide d’un évaporateur 

rotatif. Le résidu sec est ensuite repris dans 5ml de méthanol et l’activité antifongique est 

évaluée en utilisant des disques de papiers de 6mm de diamètre. Les disques imbibés par l’extrait 

méthanolique sont déposés à la surface du milieu Sabouraud préensemencé avec le 

Cryptococcus. Les boites sont ensuite mises à 4°C pendant deux heures puis incubées à 30°C. Le 

diamètre des zones d’inhibition est mesuré après 24 à 48h. 

4. Extraction des molécules bioactive : (Badji et al., 2005 ; Zitouni et al., 2005) 

     Après avoir testé la production de l’isolat E96 sur plusieurs milieux, le milieu ISP2 a été 

choisi comme meilleur pour l’extraction. 

 L’étude de la cinétique de production nous a permis de déterminer le moment propice pour 

stopper la culture et permettre l’extraction, dans notre étude, le premier jour représente le 

maximum de production.  
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Après avoir testé l’extraction en utilisant plusieurs solvants de polarité différente, le N-hexane 

représente le meilleur solvant pour l’extraction.  

 Le N-hexane est utilisé pour extraire les cultures contenues dans cinq boites de Pétri (100 ml de 

milieu au total) et poussant sur le milieu ISP2 après incubation pendant 24h (1 jour) à 28°C. 

L’extrait organique est séché au rotavapor puis solubilisé dans 5 ml de méthanol. Les activités 

sont alors mesurées par la méthode des disques tel que décrit précédemment, en mettant 100 µl 

de l’extrait par disque. Les lectures sont effectuées après 24 à 48h d’incubation à 30°C en 

mesurant la zone d’inhibition.    

5. Identification partielle des molécules bioactives : 

      Dans le but d’identifier la structure chimique des molécules extraites, un ensemble de 

technique a été réalisé :  

5.1.Chromatographie sur couche mince (CCM):  

     La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des phénomènes 

d’adsorptions; la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progressent le long 

d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matière 

plastique ou d’aluminium. Après le dépôt de l’échantillon sur la phase stationnaire, les 

substances migrent à une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du solvant. Lorsque les 

composants de l’échantillon à analyser sont colorés, leur séparation est relativement facile sur la 

plaque. Dans le cas contraire, nous devons rendre les tâches visibles par révélation par radiation 

UV ou chimique. Apres révélation le rapport frontal de chaque métabolite est claculé. Le Rf est 

caractéristique d’une substance donnée pour un éluant donnée sur un système support phase 

stationnaire donnée (Smaoui, 2010).  

Dans notre étude, 50µl de l’extrait méthanolique a été déposé sur une plaque de gel de silice sur 

feuille d’aluminium. La plaque est directement placée dans la cuve de chromatographie dont 

l’atmosphère a été préalablement saturée avec le solvant de migration pour être développé, 

quatre systèmes solvants de polarité différente ont été utilisés pour déterminer le meilleur solvant 

de migration. Des plaques ont été effectuées et migrés pour chaque mélange de solvant.  

   Les systèmes solvant utilisé sont :  

a) N-butanol-acide acétique-eau (3 :1 :1 v/v) 

b) Acétate d’éthyle -méthanol (100 :15 v/v) 

c) Ethanol-eau-chloroform (40:40:20 v/v)  

d) Hexane- acétate d’éthyle (70 :30 v/v)  
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  Enfin le chromatogramme est séché, les taches sont repérées sous une lampe UV à deux 

longueurs d’onde 254 et 366 nm et le rapport frontal de chaque métabolite est calculé (Badji et 

al., 2005 ; Zitouni et al., 2005 ;  Augustine, 2010).  

5.2.    chromatographie liquide à haute performance (HPLC) :  

     La chromatographie est une méthode physique de séparation basée sur les différences 

d'affinités des substances à analyser à l'égard de deux phases, l'une stationnaire ou fixe, l'autre 

mobile. Dans la technique chromatographique mise en jeu, chacun des solutés est soumis à une 

force de rétention (par adsorption) et une force d'entraînement par la phase mobile. L'équilibre 

qui en résulte aboutit à une migration différentielle des solutés de l'échantillon à analyser, ce qui 

permet leur séparation. L'adsorption est la fixation des molécules dissoutes par la phase solide. 

Cette fixation est due à l'établissement de liaisons secondaires de surface entre l'adsorbant et la 

molécule adsorbée (Jihani, 2013). D’une manière générale l’HPLC demeure la technique la plus 

souvent utilisée car elle présente de nombreux avantages telles que sa simplicité de mise en 

oeuvre, sa reproductibilité, une gamme étendue de phases stationnaires commercialement 

disponibles permettant de moduler les interactions avec le soluté, et ses diverses possibilités de 

couplages avec d‘autres techniques chromatographiques et/ou des systèmes de détection. Parmi 

les différents systèmes de détection pouvant être couplés avec l‘HPLC, les systèmes de détection 

les plus communément utilisés sont les détections par absorption dans l‘ultraviolet-visible (UV-

vis), fluorescence, diffusion de lumière (DEDL), électrochimie, spectrométrie de masse (MS, 

Mass Spectrometry) et résonnance magnétique nucléaire (RMN) (Thomas Michel, 2011). Dans 

notre cas nous avons utilisé une colonne C18 et comme éluant: Gradient  Eau-Acétonitrile et une 

détection par DAD + DEDL. 

5.3.   Spectre UV-Visible :  

    L’absorbance UV-visible est une méthode très largement utilisée pour l’analyse des composés 

chimiques, cette technique est basée sur la propriété des molécules d’absorber des radiations 

lumineuses de longueur d’onde déterminée. La région de l’UV s'étend de 10 nm à 400 nm mais 

les spectromètres UV usuels ne permettent le tracé des spectres que pour les longueurs d'onde 

comprises entre 200 nm et 400 nm (proche UV). Dans les régions UV et visible, les longueurs 

d'ondes correspondent à des différences d'énergie DE = E2 - E1 (DE = hc/l avec l, longueur 

d'onde de la radiation) qui affectent le domaine des transitions électroniques : passage d'une 

orbitale d'énergie E1 à une orbitale d'énergie E2 plus élevée. Le retour de l'état excité à l'état 

fondamental se fait par restitution sous forme de lumière de l'énergie absorbée. Le principe de 

dosage par spectrophotométrie UV–visible consiste à chercher l’absorbance à chaque valeur de 
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la longueur d’onde. La variation de la longueur d’onde sur une plage adéquate permet d’obtenir 

un spectre d’absorption (Smaoui, 2010).  

    L’absorbance d’un photon dans le domaine UV-Visible peut souvent être attribuée 0 des 

électrons appartement à des petits groupes d’atomes appelés chromophores. Il existe un certain 

nombre de chromophores « élémentaire » (Tableau n°13) qui absorbe l’UV à des longueurs 

d’ondes variées (Janin, 1985). 

Tableau n°13: Maxima d’absorbance de chromophores élémentaires en spectroscopie UV-

Visible.  

Chromophores élémentaires  Max d’absorbance (nm) 
>C=O (cétone)  290 
-CH=O (aldéhyde)  279 
-COOH (acide)  208 
-COCL (chlorure d’acide)  220 
-CONH2 (amine)  220 
-COOR (ester)  211 
-NO2 (nitro)  214 
-N=N- (azométhane)  338 

 La présence dans une même molécule de plusieurs de ces chromophores peut se traduire soit par 

une simple additivité si ces chromophores sont indépendants, soit par des effets bathochromes 

(déplacement vers les plus grandes longueurs d’onde en UV ou vers le visible) et hyperchromes 

(augmentation du coefficient d’absorption moléculaire) lorsque ces chromophores sont 

conjugués. C’est le cas des systèmes polyéniques (tableau n°14) ou aromatiques (Lindenfleser 

et al., 1964).  

Tableau n°14: Maxima d’absorbance des structures polyéniques en spectroscopie UV-Visible.  

Structure polyénique  Maximum d’absorbance (nm) 

 
Tétraénes 

290-291 
303-306 
318-320 

 

Pentaénes 

318-324 
333-338 
346-358 

 

Hexaénes 

339-341 
356-358 
377-380 

 

Heptaénes  

358-365 
376-380 
399-405 

 L’absorbance UV-Visibe est réalisée en balayant différents longueurs d’ondes et ceci en faisant 

appel à une HPLC couplée à un spectrophotomètre UV-Visible. 
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I. Études des actinomycètes  

1. Caractères morphologiques  

1.1.Caractères culturaux 

      Les caractères morphologiques sont importantes en taxonomie microbienne, elles sont 

généralement faciles à étudier et sont bien significatives vu que les critères morphologiques 

dépendent de l’expression de gènes qui sont souvent génétiquement stables (Smaoui, 2010).  

     Pour les vingt (20) isolats étudiés, cinq milieux de cultures ont été utilisés : ISP1, ISP2, ISP3, 

ISP4 et ISP5.  Ces différents milieux sont utilisés pour les bactéries actinomycètes du genre 

Streptomyces selon les recommandations de Shirling et Gottlieb, 1966.  

     Après ensemencement sur les différents milieux de cultures gélosés, les colonies des isolats 

étudiées apparaissent au bout de deux jours d’incubation à 28°C et se développement sans 

diffusion dans aucun des milieux gélosé utilisé à l’exception de l’isolat E96 qui donne des 

colonies après 24h d’incubation et se diffuse abondamment sur tous les milieux utilisés. 

    La couleur du mycélium aérien des isolats étudiés sur les cinq milieux de cultures sont 

rassemblés dans le tableau n°15 la terminologie de ces couleurs est attribuée selon la charte de 

couleurs du système ISCC-NBS (Kelly et Judds, 1955). 

   L’aspect des colonies et le mycélium aérien de chaque isolat sont pris en photo et les résultats 

sont résumés dans les planches de 1 à la planche 20.    

1.2.  Caractères macroscopiques et microscopiques :  

      L’observation des colonies sous microscope binoculaire, nous a permis de confirmer l’aspect 

filamenteux des isolats, des gouttes d’exsudat ont été observées pour les isolats E68, E76b, 

E76g, E165, E182 (voir planche 4, 13, 14, 15 et 16 respectivement).      

      Les photos de la coloration réalisée montrent des filaments épais pour certains isolats et  plus 

fins pour d’autre,  en fonction des types des chaines de spores, on a pu classer nos isolats en :  

Chaines de spores type RF : E96, E159, E100, E65, E182, E13, B1, E14, E20, E68, E87, E177, 

B3. 

Chaines de spores type RA : E165, E6, E76b. 

Chaines de spores type S : E76g, E163, E151, E127.  
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Tableau n°15 : La couleur du mycélium aérien des isolats étudiés sur les cinq milieux de culture  

 ISP1 ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 
B1 brun jaunâtre  gris olivâtre gris jaunâtre brun jaunâtre  brun jaunâtre  
B3 gris foncé gris foncé gris foncé gris foncé  gris clair 
E13 brun jaunâtre 

moyen 
brun jaunâtre 
moyen 

jaune pâle brun jaunâtre 
moyen 

jaune orangé 
pâle 

E14 brun jaunâtre  brun jaunâtre  jaune pâle brun jaunâtre  brun jaunâtre  
E20 gris moyen  gris foncé gris foncé gris moyen gris clair   

E65 brun jaunâtre  blanc gris clair  blanc bleuté blanc  
E68 blanc  bleu clair bleu clair gris clair gris clair 

E76b blanc blanc blanc gris  blanc  
E76g jaune orangé 

moyen 
brun jaunâtre 
clair grisâtre 

blanc brun jaunâtre 
grisâtre 

blanc 

E87’ gris clair  blanc gris clair gris clair blanc grisâtre  
E96 gris olivâtre gris olivâtre gris jaunâtre gris olivâtre gris jaunâtre 
E100 rose jaunâtre  rose jaunâtre  jaune orangé  blanc  blanc  

E127 gris foncé gris foncé  gris clair gris foncé   blanc grisâtre  
E151 gris foncé gris foncé gris jaunâtre gris foncé brun jaunâtre  

E159 blanc 
jaunâtre 

gris jaunâtre gris olivâtre jaune pâle jaune orangé  

E163 gris brunâtre gris brunâtre gris brunâtre gris brunâtre gris jaunâtre 

E165 blanc 
jaunâtre 

blanc  gris rolivâtre gris jaunâtre blanc  

E177 gris foncé gris foncé gris jaunâtre gris foncé brun jaunâtre  

E182 gris bleuté blanc  gris olivâtre gris bleuté blanc 
 

D’après le tableau n°15 plusieurs isolats ont gardé la même couleur du mycélium aérien malgré 

le changement de milieu de culture, on déduit les groupes suivant :  

Groupe 1 : B1, B3, E20, E68,  E87’, E96,  E127, E151, E159, E163, E177 : ces isolats ont gardé 

la couleur grise malgré le changement de la composition du milieu de culture. 

Groupe 2 : E65, E76b, E76g, E100, E165, E182 : ces isolats ont gardé la couleur blanche malgré 

le changement de la composition du milieu de culture. 

Groupe 3 : E13, E14 : ces isolats ont gardé la couleur brune malgré le changement de la 

composition du milieu de culture. 
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Planche 1 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche B1 

Aspect colonie de la souche 

B1 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

B1 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

B1 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

B1 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

B1 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

B1 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

B1 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche B1  

G×100 

Groupe 1  
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Planche 2 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche B3 

Aspect colonie de la souche 

B3 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

B3 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

B3 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

B3 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

B3 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

B3 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

B3 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de 

la souche B3  

G×100 

Groupe 1  
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Planche 3 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 20 

Aspect colonie de la souche 

20 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

20 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

20 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

20 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

20 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

20 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

20 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 20  

Groupe 1  
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Planche 4 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 68 

Aspect colonie de la souche 

68 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

68 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

68 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

68 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

68 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

68 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

68 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 68  

Groupe 1  
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Planche 5 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 87’ 

Aspect colonie de la souche 

87 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

87 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

87 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

87 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

87 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

87 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

87 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 87  

Groupe 1  
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Planche 6 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 96  

Aspect colonie de la souche 

96 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

96 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

96 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

96 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

96 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

96 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

96 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 96  

Groupe 1  
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Planche 7 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 127 

Aspect colonie de la souche 

127 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

127 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

127 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

127 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

127 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

127 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

127 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 127  

Groupe 1  
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Planche 8 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 151 

Aspect colonie de la souche 

151 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

151 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

151 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

151 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

151 sur le milieu ISP5 
Aspect colonie de la souche 

151 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

151 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 151  

Groupe 1  
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Planche 9: Aspect macroscopique et microscopique de la souche 159  

Aspect colonie de la souche 

159 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

159 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

159 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

159 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

159 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

159 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

159 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 159 

Groupe 1  
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Planche 10 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 163 

Aspect colonie de la souche 

163 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

163 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

163 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

163 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

163 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

163 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

163 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 163  

Groupe 1  
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Planche 11 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 177 

Aspect colonie de la souche 

177 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

177 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

177 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

177 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

177 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

177 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

177 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 177 

Groupe 1  
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Groupe 2 

Planche 12 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 65 

Aspect colonie de la souche 

65 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

65 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

65 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

65 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

65 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

65 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

65 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 65  
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Planche 13 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 76b 

Aspect colonie de la souche 

76b sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

76b sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

76b sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

76b sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

76b sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

76b sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

76b sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 76b  

Groupe 2 



95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

   

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Aspect colonie de la souche 

76g sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

76g sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

76g sur le milieu ISP5 

Planche 14 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche E76g  

Groupe 2 

Aspect colonie de la souche 

76g sur le milieu ISP7 

Aspect colonie de la souche 

76g sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

76g sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

76g sur le milieu ISP2 

Aspect microscopique de la 

souche 76g  
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Aspect colonie de la souche 

165 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

165 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

165 sur le milieu ISP6 

Aspect microscopique de la 

souche 165  

Planche 15 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 165 

Aspect colonie de la souche 

165 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

165 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

165 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

165 sur le milieu ISP7 

Groupe 2 
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Aspect colonie de la souche 

182 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

182 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

182 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

182 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

182 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

182 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 182  

Planche 16 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 182 

Aspect colonie de la souche 

182 sur le milieu ISP1 

Groupe 2 
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Aspect colonie de la souche 

E6 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

E6 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

E6 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

E6 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

E6 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

E6 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche E6  

Planche 17 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche E6 

Aspect colonie de la souche 

E6 sur le milieu ISP1 

Groupe 2 
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Aspect colonie de la souche 

13 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

13 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

13 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

13 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

13 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

13 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 13  

Groupe 3 

Planche 18 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 13 

Aspect colonie de la souche 

13 sur le milieu ISP1 
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Aspect colonie de la souche 

14 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

14 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

14 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

14 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 14  

Planche 19 : Aspect macroscopique et microscopique de la souche 14 

Aspect colonie de la souche 

14 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

14 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

14 sur le milieu ISP3 

Groupe 3 
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Planche 20: Aspect macroscopique et microscopique de la souche 100  

Aspect colonie de la souche 

100 sur le milieu ISP1 

Aspect colonie de la souche 

100 sur le milieu ISP2 

Aspect colonie de la souche 

100 sur le milieu ISP3 

Aspect colonie de la souche 

100 sur le milieu ISP4 

Aspect colonie de la souche 

100 sur le milieu ISP5 

Aspect colonie de la souche 

100 sur le milieu ISP6 

Aspect colonie de la souche 

100 sur le milieu ISP7 

Aspect microscopique de la 

souche 100  

Groupe 3 
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1.3.   Discussion :  

    L’étude des caractéristiques morphologiques, macroscopiques et microscopiques des isolats 

actinomycétales est largement utilisée pour caractériser les genres des actinomycètes. 

   Selon Shirling et Gottlieb (1966) l’identification des actinomycètes repose en grande partie 

sur les caractéristiques morphologiques qui sont considérées comme des caractères stables. 

Certains genres d’actinomycètes (Streptomyces, Streptoverticillium, micromonospora, 

microbispora…) peuvent être identifiées avec un plus grand degré de précision par rapport aux 

autres genres (Nocardia, Actinomadura…) par simple observation microscopique (Williams et 

al., 1993). 

     Il est important de signaler l’utilisation de plusieurs milieux de culture dans l’étude de la 

morphologie puisque l’observation des chaines de spores ne s’effectue que sur les milieux 

donnant une bonne croissance (maturation complète) (Shirling et Gottlieb, 1966).  Sur tous les 

milieux ISP la croissance des isolats actinomycétales débutent par la formation d’un mycélium 

pâteux et ramifié, c’est le mycélium de substrat.  

   Il est intéressant de noter que tous les isolats ont présenté une bonne croissance sur les 

différents milieux étudiés avec une variation des tailles des colonies et la couleur du mycélium 

aérien.  

     Balota et al. (1995) ont extrait des exsudats de colonies de bactéries, après centrifugation de 

la culture en milieu liquide, L’extrait d’exsudat bactérienne a diminué la croissance du mycélium 

des champignons mycorhiziens Gigaspora gigantea. Ceci explique que l’exsudat des isolats 

actinomycétales peut avoir des activités antimicrobiennes.  

2. Caractères physiologiques :  

     L’étude des différents caractères physiologique de chaque isolat, nous fournis des éléments 

essentiels pour la classification de cette dernière au niveau de l’espèce. Plusieurs tests 

physiologiques ont été effectués pour les 20 isolats étudiés.   

2.1.Production de pigment mélanoide :  

    Les résultats de la production du pigment mélanoide sont mentionnés dans le tableau n°16.  

Les planches n° 18 et 19 représentent les pigments mélanoides produits par les isolats E13 et E14 

et les planches 1, 5, 9, 10, 12, 13, 14, 15 et 16 montrent les pigments diffusibles produits par les 

isolats B1, E87’, E159, E163, E65, E76b, E76g, E165, E182 respectivement.  
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Tableau n°16: production de pigment mélanoide et pigment diffusible.  

 Pigment mélanoide  Pigment diffusible 
 
  

ISP6  ISP7 
  J2                       J7                       J14 J2                           J7                            J14 

B1 -                             -                                  -  -                         brun clair - 
                             grisâtre   

B3 -                             -  - -                                - - 
E6 -                             -  - -                                - - 
E13 brun jaunatre      brun               brun moyen 

moyen grisatre  
 

jaune orange      jaune orange  brun moyen 
foncé                   foncé 

E14 brun jaunâtre brun rougeâtre  brun jaunâtre  
       moyen           grisâtre           moyen 
                     

- jaune orangé  brun jaunâtre  
                              foncé              moyen 
                               

E20 -  - - - - - 
E65 -  - - - - brun jaunâtre  

                                                        clair 
E68 -  - - - - - 
E76b -                               -                           - - - brun jaunâtre 

                                                        clair 
E76g - - - - brun jaunâtre brun jaunâtre  

                                 clair                   clair 
 

E87’ - - - - - brun jaunâtre 
                                                       clair 

E96 - - - - brun jaunâtre 
                                                        clair 

E100 - - - - - - 
E127 - - - - - - 
E151 - - - - - - 
E159 - - - - brun jaunâtre brun jaunâtre  

                             grisâtre           moyen 
                            

E163 - - - - brun jaunâtre brun profond 
                             moyen 

E165 - - - - brun jaunâtre  brun jaunâtre  
                             moyen                 clair 

E177 - - - - - - 
E182 - - - -                  brun rougeâtre brun jaunâtre 

                           moyen              moyen 
                             

 

(-) absence de pigment  
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2.2.    Résultats des tests enzymatiques :  

     Dans l’environnement, les Streptomyces sécrètent des enzymes dégradant les polymères 

insolubles et consomment les produits issus de la réaction de ces enzymes.  

     L’étude des activités enzymatiques des isolats montrent qu’ils produisent des enzymes 

capables de dégrader l’amidon, la gélatine et la caséine. Des enzymes possédant un grand intérêt 

dans le domaine écologique et industriel (voir tableau n°17). 

Tableau n°17 : tests enzymatiques.  

                 Tests 
 
Isolats 

 
Amylase  

 
Gélatinase 

 
Caseinase 

B1 + +/- - 
B3 + +/- + 
E6 + + + 

E13 + ++ + 
E14 - ++ + 

E20 + ++ + 
E65 + ++ + 
E68 + + - 

E76b - + + 
E76g + ++ + 

E87 + ++ + 
E96 + ++ - 
E100 + ++ - 

E127 + + + 
E151 + + + 

E159 - + - 
E163 + + - 

E165 - + + 
E177 + + + 
E182 - + + 

 

                (-) : absence de production  

               (+) : production  

               (++) : production rapide (48h d’incubation)  
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2.3. Tests d’utilisation des composés glucidiques comme seuls source de carbone.  

     La croissance des isolats en présence de différentes sources de carbone a démontré leur 

capacité à utiliser la plupart des glucides testés, le tableau n°18 montre les résultats des 

différents tests d’utilisation de composé glucidique comme seul source de carbone.  

Tableau n°18: utilisation de composé glucidique. 

T
ests 

          Isolats 

G
lucose 

G
alactose  

R
affinose  

 Saccharose 

L
-arabinose 

D
-fructose 

D
-m

annitol 

D
-xylose 

Sorbitol 

D
-m

ellibiose 

M
annose 

L
-rham

nose 

C
itrate 

C
ellulose 

B1 ++ ++ +/- - + ++ ++ + - + ++ + + + 

B3 ++ ++ - - ++ ++ ++ + +/- ++ ++ + + + 

E6 ++ ++ ++ + + ++ ++ + +/- ++ ++ + + + 

E13 ++ ++ - + + + ++ + +/- +/- + + - + 

E14 ++ ++ - - - ++ ++ ++ +/- - ++ - + - 

E20 ++ ++ - ++ + + ++ ++ +/- +/- ++ + - + 

E65 ++ ++ ++ ++ + ++ ++ + + + ++ + - + 

E68 ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + + 

E76b ++ ++ ++ +/- + ++ ++ + +/- +/- ++ + - + 

E76g ++ ++ + +/- + ++ ++ + +/- ++ + + + + 

E87 ++ ++ + ++ + ++ ++ + +/- ++ ++ + + + 

E96 ++ ++ - - - ++ ++ +/- ++ +/- ++ - + - 

E100 ++ ++ + +/- - ++ ++ + - +/- + + - + 

E127 ++ + - ++ ++ ++ ++ + +/- +/- ++ + - + 

E151 ++ ++ - + + ++ ++ + +/- +/- ++ + - + 

E159 ++ ++ + - + + ++ + +/- +/- ++ + - - 

E163 ++ - - - - ++ ++ - - +/- - + - + 

E165 ++ ++ + + + ++ ++ + + + + + - + 

E177 ++ ++ - ++ ++ ++ ++ + +/- +/- ++ + - + 

E182 ++ ++ + + + ++ ++ +/- +/- +/- ++ + +/- + 

(-)  pas de croissance  
(+/-) croissance faible  
(+) croissance 
(++) bonne croissance  
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2.4. Tests d’utilisation des acides aminés comme source d’azote. 

 Les résultats des différents tests d’utilisation d’acide aminé sont présentés dans le tableau n°19 

Tableau n°19: utilisation des acides aminés.  

                Test 

 

Isolat 

 

     Valine          Asparagine           Proline           Arginine           Serine 

  

B1 + - + + - 

B3 + +/- + +/- - 

E6 + +/- +/- +/- - 

E13 - + + + - 

E14 + + + + +/- 

E20 + + + +/- - 

E65 + + + + +/- 

E68 + + + - - 

E76b + + + + - 

E76g + + + - +/- 

E87 + + + +/- - 

E96 + + + + - 

E100 + + + - - 

E127 +/- + + + - 

E151 + + + + - 

E159 +/- - + - - 

E163 +/- + + +/- - 

E165 + + + + - 

E177 + + + +/- - 

E182 - + + - - 

(-) pas de croissance  

(+/-) croissance faible  

(+) bonne croissance  
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2.5.   Croissance à différentes valeurs de températures :  

     Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau n° 20, toutes les isolats d’actinomycètes 

ont donné une bonne croissance dans l’intervalle 29-43°C à l’exception de l’isolat E96 qui donne 

une croissance faible à 43°C ce qui confirme son caractère mésophile. Seuls les isolats E14 et 

E96 ont pu croitre à 10°C.  

Tableau n° 20 : croissance des actinomycètes à différentes températures  

 T 

Isolat 

10°C 29°C 37°C 45°C 

E6 - + + + 

E14 + + + + 

E65 - + + + 

E76g - + + + 

E87 - + + + 

E96 + + + +/- 

E165 - + + + 

E182 - + + + 

(-) pas de croissance  

(+/-) croissance faible  

(+) bonne croissance 

2.6. Croissance à différentes valeurs de pH : 

Selon les résultats détaillés dans le tableau n° 21, nous remarquons que tous les isolats 

actinomycètes testés ont donné une bonne croissance dans l’intervalle de pH de 5-10.   

    À l’exception de l’isolat E96 qui a donné une croissance faible à pH 4 au bout du 7éme jour, 

les isolats E65, E76g, E87, E165, E182 ont donné une croissance faible à pH 4 au bout du 14éme 

jour avec une absence de croissance pour les isolats E6 et E14 au ce pH bas.     

 

 

 

 

 

Résultats et discussion  



108 

 

Tableau n°21 : croissance des actinomycètes à différents pH :  

           pH 

isolat 

4 5 6 7 8 9 10 

E6 - + + + + + + 

E14 - + + + + + + 

E65 -/+ + + + + + + 

E76g -/+ + + + + + + 

E87 -/+ + + + + + + 

E96 -/+ + + + + + + 

E165 -/+ + + + + + + 

E182 -/+ + + + + + + 

(-) pas de croissance  

(+/-) croissance faible  

(+) croissance 

2.7.  Sensibilité aux antibiotiques :  

     Les résultats de la sensibilité des isolats d’actinomycètes aux antibiotiques sont donnés dans 

le tableau n°22. La plupart des isolats sont résistants à la majorité des β- lactamines, aux 

macrolides et aux fuoroquinolones.  
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Résultats et discussion  

Tableau n°22: test de profil des actinomycètes aux antibiotiques. 
 

 

 

 

 

 

Famille ß-lactamine Aminosides Lincos-
amides 

Macrolides Syner-
gistines 

Cycli-
nes 

Quinolones Oxyqui-
noleines 

ATB AMP AMC IPM CZ CN CTX CFM K TM CL E SP PR D PEF NA PI NTX 

B1 R R R R S R R S R R I R R S R R R S 

B3 R R R R S R R S R R S R R S R R R S 

E13 S S S S S R R S S S S R S S S R R S 

E14 R R I R S R R S S R S R R S R R R S 

E20 R R R R S R R S R R S S R S R R R S 

E65 R S S S S R R S R R S I R S R R R S 

E68 S S S R S R R S S I S I R S R R R S 

E76g S S S R S R R S R R I R R S R R R S 

E87 S S S S S R R S R R R R R S R R R S 

E96 S R S R S R R R S R S S R R R R R S 

E100 S S S R S R R S R R R R R S R R R S 

E127 R R R R S R R S R R R S R S R R R S 

E151 R R S R S R R S R R R R R S R R R S 

E159 S S S S S R R S S R S S I S R R R S 

E163 R R S R S R R S R R S R R S R R R S 

E165 S S S R S R R S R R I R I S R R R S 

E177 R R R R S R R S R R R I R S R R R S 

E182 S S S S S R R S R I R R R S R R R S 
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2.8.   Sensibilité aux molécules chimiques   

    Les résultats obtenues montrent que tous les isolats actinomycètes sont sensibles au sodium 

azide à 0.001%,  seuls les isolats B1, B3, E13, E14, E20, E100, E127, E151, E159, E163, E177 

peuvent croitre en présence de phénol à 0.1% (voir tableau n° 23). 

Tableau n° 23 : sensibilité aux molécules chimiques  

 

Is
ol

at
 

B
1 

B
3 

E
6 

E
13

 

E
14

 

E
20

 

E
65

 

E
68

 

E
76

b 

E
76

g 

E
87

 

E
96

 

E
10

0 

E
12

7 

E
15

1 

E
15

9 

E
16

3 

E
16

5 

E
17

7 

E
18

2 

P
hé

no
l  

0.
1%

 

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

 

  (-)  pas de croissance  

  (+) croissance 

 

3. Caractères biochimiques : 

   Le résultat des caractères biochimiques représenté pas les API systèmes sont montrés dans les 

tableaux n°24, 25 et 26. Le pourcentage des résultats a été marqué après 24h et 48h d’incubation 

en fonction du pourcentage du virage des couleurs et donc le pourcentage d’utilisation des 

substrats par les isolats.  
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Tableau N°24 : test biochimique galerie API 50 CH 

Bande Tube Test E14 E65 E182 E6 E96 E165 E87’ E76g 
0 

- 
9 

0 Témoin 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 GLY 100 25 50 50 90 50 25 25 
2 ERY 0 25 50 25 75 25 25 25 
3 DARA 0 50 75 75 75 100 75 25 
4 LARA 25 25 50 75 75 90 75 50 
5 RIB 75 75 75 100 100 100 100 75 
6 DXYL 25 25 75 50 90 100 100 50 
7 LXYL 0 0 0 0 0 0 0 0 
8 ADO 0 0 0 25 75 25 25 0 
9 MDX 0 0 0 0 0 0 0 0 

10
 -

 1
9 

10 GAL 100 0 25 50 75 25 0 0 
11 GLU 100 25 50 100 100 100 75 25 
12 FRU 100 25 25 100 90 90 75 25 
13 MNE 50 25  25 25 75 25 25 25 
14 SBE 0 0 0 0 75 0 0 0 
15 RHA 0 0 0 25 0 25 25 0 
16 DUL 25 0 0 0 0 0 0 0 
17 INO 0 25 25 25 100 25 25 25 
18 MAN 25 25 25 25 75 25 25 25 
19 SOR 0 0 0 0 50 0 0 0 

20
 -

 2
9 

20 MDM 0 0 25 25 25 0 0 25 
21 MDG 0 25 0 25 0 0 0 0 
22 NAG 100 75 90 90 50 100 100 75 
23 AMY 0 25 0 100 100 0 0 0 
24 ARB 100 0 0 75 50 50 75 0 
25 ESC 100 25 100 100 100 100 100 25 
26 SAL 100 25 50 75 90 100 100 0 
27 CEL 100 100 100 100 100 100 100 75 
28 MAL 100 0 25 0 75 0 0 0 
29 LAC 100 25 100 75 25 100 100 0 

30
 –

 3
9 

 

30 MEL 0 50 25 50 0 25 25 25 
31 SAC 100 25 0 100 0 25 25 0 
32 TRE 75 25 25 100 100 100 100 25 
33 INU 0 0 0 100 0 0 0 0 
34 MLZ 0 0 0 0 0 0 0 0 
35 RAF 25 0 25 100 0 25 25 25 
36 AMD 100 0 50 0 100 0 50 50 
37 GLYG 100 25 50 25 0 0 50 50 
38 XLT 0 0 0 0 25 0 0 0 
39 GEN 75 0 25 0 25 0 0 0 

40
 –

 4
9 

 

40 TUR 0 0 0 25 25 0 0 0 
41 LYX 0 0 0 25 25 100 100 0 
42 TAG 0 0 0 25 25 0 0 0 
43 DFUC 0 0 25 25 25 0 0 0 
44 LFUC 0 100 50 100 50 100 100 100 
45 DARL 0 0 25 50 100 25 75 50 
46 LARL 0 0 0 25 25 0 0 0 
47 GNT 25 25 0 25 25 25 25 25 
48 2KG 0 0 0 25 0 0 0 0 
49 5KG 0 25 0 0 0 0 0 0 
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Tableau N°25: test biochimique galerie API 20NE 

 Test E14 E65 E182 E6 E96 E165 E87’ E76g 
* NO3 50 25 100 100 0 75 75 100 
* TRP 0 0 0 0 0 0 0 0 
  GLU 0 0 0 0 0 0 0 0 
  ADH 100 100 100 0 100 25 100 0 
  URE 100 100 100 0 100 100 100 0 
  ESC 100 100 100 100 100 100 100 100 
  GEL 100 100 100 0 100 100 100 100 
  PNPG 100 100 100 50 25 100 100 100 

A
ss

im
ila

ti
on

  

GLU 100 100 100 100 100 100 100 100 
ARA 0 100 100 100 25 100 100 100 
MNE 100 100 75 50 75 75 75 25 
MAN 100 100 100 100 100 100 100 100 
NAG 100 100 100 100 100 100 100 100 
MAL 100 90 100 100 25 75 50 100 
GNT 100 50 75 100 100 100 75 100 
CAP 0 25 0 0 0 0 0 0 
ADI 0 25 25 0 50 75 25 0 
MLT 100 25 100 0 75 75 75 100 
CIT 0 25 0 25 75 75 75 75 
PAC 0 25 0 0 75 25 25 0 

 : fermentation 
  : hydrolyse  

  * :   réduction  
Tableau N°26 : test biochimique galerie API ZYM 

Tube Test E14 E65 E182 E6 E96 E165 E87’ E76g 
1 Témoin - - - - - - - - 
2 Phosphatase alcaline 100 100 0 100 50 100 100 75 
3 Estérase 100 100 100 75 75 75 75 25 
4 Estérase Lipase 100 100 100 50 50 50 75 25 
5 Lipase 0 0 0 0 0 0 0 0 
6 Leucine arylamidase 100 100 100 100 100 100 100 100 
7 Valine arylamidase 100 75 75 25 25 25 0 25 
8 Cystine arylamidase 100 75 75 0 25 25 25 0 
9 Trypsine 50 25 0 0 0 25 0 0 

10 D-chymotrypsine 100 100 100 0 100 100 100 100 
11 Phosphatase acide 100 100 100 50 50 50 25 0 
12 Naphtol-AS-BI-

phosphohydrolase 
100 100 50 100 50 50 50 25 

13 D-galactosidase 0 0 0 0 0 0 0 0 
14 ß-galactosidase 0 0 50 0 25 25 50 25 
15 ß-glucuronidase 0 0 0 0 0 0 0 0 
16 D-glucosidase 0 0 100 0 0 0 100 0 
17 ß-glucosidase 75 0 25 100 25 100 100 0 
18 N-acétyl-ß-

glucosaminidase 
75 100 100 100 50 100 100 100 

19 D-mannosidase 0 0 25 0 25 0 25 100 
20 D-fucosidase 0 0 0 0 0 0 0 0 
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4. Discussion :   
    Le genre Streptomyces est le plus grand genre de l’ordre des Actinomycetales dans la classe 

des Actinobacteria (Hain et al., 1997).  

   En 1965, H. A. et M. P. Lechevalier proposèrent que la classification des Actinomycètes soit 

fondée sur des caractères morphologiques et physiologiques. Ce principe est d'une grande utilité, 

permettant de grouper les Actinomycètes en genres faciles à caractériser. La détermination des 

espèces fut basée sur des critères physiologiques et moléculaires. (Lechevalier, 2017).   

      Les résultats des tests physiologiques montrent que tous les isolats se sont révélés 

métaboliquement actives.   

     La sécrétion d’un pigment brun noir qui est la mélanine appelé aussi pigment mélanoide, est 

une caractéristique très importante pour les actinomycètes, Shirling et Gottlieb (1972) l’on 

considérés comme une clé pour la classification des Streptomyces. Selon Margalith (1992) la 

biosynthése de la mélanine se fait avec la tyrosine comme substrat, la tyrosinase catalyse la 

réaction d’oxydation de la tyrosine en DOPA (dihydroxyphénilalanine) et en dopaquinone. 

Après une série de réaction d’auto-oxydation le produit final est l’acide 5,6-dihydroxyindol 

coloré en jaune, qui se condense pour donner la mélanine caractérisée par la couleur noir. La 

variation de source de carbone et d’azotes (tel que le citrate d’amonium ferrique présent dans le 

milieu ISP6 et le L-tyrosine présent dans le milieu ISP7) influence la production de ces pigments 

et le changement de la couleur (Dastager et al., 2006).   

      D’autre part, il est possible que certains pigments de couleur foncée masquent les autres 

pigments de couleurs plus claires qui sont produits simultanément, Omura et al. (2004) ont 

rapporté que le génome de Streptomyces overmitilis code pour 25 métabolites secondaires 

(mélanine, caroténoïdes, siderophores).  

    Il est intéressant de noter que les isolats E65, E76g, E87’, E96, E165 et E182 présentent des 

pigments diffusible de couleur brune jaunâtre et seuls les isolats E13 et E14 présentent un 

pigment mélanoide (voir tableau n° 16), un certains nombres d’auteur rapporte que les 

actinomycètes produisent des métabolites bioactifs pigmentés. Ces derniers sont souvent des 

antibiotiques (Dharmaraj et al., 2009).  

        Les enzymes sont, après les antibiotiques, les plus importants produits des Actinomycètes 

(Lechevalier, 2017).  

       Les actinomycètes offrent les synthétiseurs les plus prometteurs de nombreux métabolites 

industriels et commercialement significatifs, ainsi l'importance d'un grand répertoire d'enzymes 

provenant d'actinomycètes et de leur potentiel dans le remplacement des catalyseurs chimiques 

est discutée (Neelu Nawani et al., 2013).   
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     Étant donné qu'il existe des informations vitales en raison de l'avènement des données sur le 

séquençage du génome et des protéines, les actinomycètes ont été utilisées en permanence dans 

la production de protéases, de cellulases, de caseinase, d'amylases, de gélatinases et autres autre 

enzymes d’importance industrielle prouvée (Divya Prakash et al., 2013).  

      Les amylases sont parmi les enzymes les plus importantes la planche n°21 montre que 75% 

des isolats produisent l’amylase. 

       Les amylases ont une application potentielle dans un grand nombre de processus industriels 

tels que l'alimentation, la fermentation, le textile, le papier, les détergents et les industries 

pharmaceutiques. Cependant, avec les progrès de la biotechnologie, l'application d'amylase s'est 

développée dans de nombreux domaines tels que la chimie clinique, médicale et analytique. De 

nombreux actinomycètes ont également été signalés pour la production d'amylases (Paula, 

2010 ; Divya Prakash et al., 2013).    

      Les protéases représentent une classe unique d'enzymes, car elles sont d'une importance 

physiologique et commerciale immense. Ces enzymes dégradantes catalysent l'hydrolyse totale 

des protéines (Haider M. Hamza. 2006).  

      La gélatérase est un type de protéase de groupe diversifiée, une métallocénépdase 

extracellulaire ou une métalloprotéinase capable d'hydrolyser la gélatine et d'autres composés 

tels que la phéromone, le collagène et le fibrinogène. Les gélatérases sont des métalloprotéases 

importantes et ces enzymes sont largement utilisées non seulement dans les industries chimiques 

et médicales, mais aussi dans les aliments et la science biologique de base. La gélatinase produite 

par un microorganisme hydrolyse la gélatine en ses sous-composés (polypeptides, peptides et 

acides aminés) qui peuvent traverser la membrane cellulaire et être utilisés par l'organisme 

(Makinen et al., 1994 ; Balan et al., 2012).  

      Chez l'homme, la gélatinase est une métalloprotéinase matricielle (MMP 2 et 9) impliquée 

dans la rupture de la matrice extracellulaire dans des processus physiologiques normaux, tels que 

le développement embryonnaire, la reproduction et le remodelage tissulaire, ainsi que dans les 

processus pathologiques tels que l'arthrite et les métastases (Balan et al., 2012).  

       Dans notre étude, nos isolats d’actinomycètes montrent un métabolisme protéique important 

car tous les isolats hydrolysent la gélatine avec un degré de différence important.   

       L’importance biotechnologique des gélatinases ne se résume uniquement pas dans les 

domaines industriel ou commercial, mais aussi en médecine et en pharmacologie. De nos jours, 

la gélatinase a reçu une attention considérable en tant que cibles pour le développement de 

médicaments en raison de leur rôle potentiel dans la dégradation des tissus conjonctifs associés 

aux métastases tumorales (Balan et al., 2012).  
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     En plus l’amylase et la gélatinase, les isolats ont aussi la capacité de dégrader la caséine,  

70% des isolats possèdent une caseinase. Cette enzyme qui a une grande importance en domaine 

médical. En 1965, Reginster a testé l’inactivation du virus de l'influenza par une caséinase  

extraite d’un filtrat de culture de  Streptomyces ulbus, après incubation pendant 1 heure à 37°C, 

l’activité infectieuse et l'activité hémagglutinante du virus ont considérablement diminué.  

        Pour les tests d’utilisation de sucre comme seul source de carbone, les résultats mentionnés 

dans le tableau n°18 ainsi que la planche n°23 montrent que 100 % des isolats utilisent le glucose 

et le fructose, 95% utilisent le galactose, le D-xylose, le mannose et le L-rhamnose, 75% utilisent 

le saccharose, le D-mellibiose, le cellulose, le L-arabinose, 50% utilisent le raffinose et 25% 

utilisent le sorbitol et le citrate.  

     Beaucoup d’études ont été réalisé sur les actinomycètes isolés à partir des zones humides, les 

résultats d’assimilation et d’utilisation des sucres comme seul source de carbone demeurent très 

proches.  Morakchi en 2011 a trouvé que 100% des actinomycètes isolés à partir du lac Oubeira 

utilisent le Glucose, fructose, ribose et le xylose. Selon les recherche effectué par Benouegueni 

en 2014 sur les actinomycètes isolé à partir du lac El Mellah,  100% des actinomycètes utilisent 

le Glucose, fructose, mannose, galactose, mannitol et le xylose.  

   La lignocellulose est une ressource intéressante de sucre fermentable non alimentaire pour la 

production de l'éthanol carburant. Il se compose de 30 à 40% de cellulose et de 15 à 25% 

d'hémicellulose et il s'agit de la biomasse la plus abondante au monde. L'hydrolyse complète de 

la cellulose et de l'hémicellulose conduit respectivement au glucose et au xylose, que plusieurs 

microorganismes peuvent fermenter en éthanol (Lorliam et al. 2013) 

   Le xylose (C5H10O5) est un monosaccharide majeur dans les hydrolysats hémicellulosiques 

des plantes qui peuvent représenter jusqu'à 30% des sucres totaux dans certaines biomasses 

végétales, comme celle des feuilles et résidus agricoles. Par conséquent, le xylose isomérase joue 

indirectement un rôle important dans la fermentation à l'éthanol d'hydrolysats de biomasse 

végétale (Chanitnun,, 2012).  

   Le xylose isomérase catalyse l'isomérisation réversible du xylose en xylulose. Le xylitol 

(C5H12O5) est un polyol qui a un groupe hydroxyle attaché à chaque atome de carbone dans sa 

chaîne et qui possède un fort pouvoir sucrant, présentant 40% moins de calories que le 

saccharose. Il a été découvert en 1891 par le chimiste Emil Fischer (allemand, 1852-1919) et son 

équipe (Albuquerque et al. 2014).    

   . La littérature comprend plusieurs études sur l'utilisation du xylitol en remplacement du 

saccharose dans certains aliments destinés à la réduction calorique. L'utilisation du xylitol dans 

l'industrie pharmaceutique est maintenant répandue, principalement en raison de ses propriétés 

anticariogènes avérées, qui peuvent réduire la carie dentaire jusqu'à 100%. Plusieurs études ont 
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montré l'efficacité de ce sucre-alcool vis-à-vis de la formation de biofilms buccaux, notamment 

lors de la confrontation à la bactérie Streptococcus mutans. En dehors de S. mutans, d'autres 

études ont montré l'efficacité de l'emploi du xylitol contre d'autres microorganismes nuisibles à 

la santé buccale tels que Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenzae, Staphylococcus 

aureus et Pseudomonas aerugionosa. En plus de lutter contre la carie dentaire, le xylitol est 

reconnu pour contribuer à la calcification des dents, qui, dans la plupart des cas, est causée par le 

vieillissement. Il a également été rapporté qu'il est efficace dans le traitement de plusieurs 

maladies, par exemple: le diabète, l'anémie, l'otite moyenne aiguë et l'ostéoporose (Albuquerque 

et al. 2014).    

    Le xylose isomérase une enzyme importante utilisée dans la production industrielle en dehors 

de l'industrie alimentaire, cette enzyme a récemment gagné plus d'intérêt en raison de ses 

applications potentielles dans l'industrie des biocarburants. De plus, la production d'éthanol-

carburant à partir d'hydrolysats hémicellulosiques par Saccharomyces cerevisiae présente un 

grand intérêt économique en tant qu'alternative aux combustibles fossiles (Chanitnun,, 2012).  

Pour augmenter le rendement de production d'éthanol à partir de lignocellulose, le xylose libéré 

doive être fermentés en éthanol. Pour utiliser et métaboliser le d-xylose, il doit être converti en 

xylulose. Le xylulose est ensuite phosphorylé en xylulose 5-phosphate par la xylulokinase (XK), 

ce dernier étant métabolisé par la voie pentose-phosphate. Chez les bactéries, le D-xylose est 

converti directement en D-xylulose par la xylose isomérase (XI). (figure n°16) (Albuquerque et 

al.2014). 

 

Figure n°16 : la voie métabolique du xylose (Albuquerque et al.2014) 
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   Les résultats représentés dans le tableau n°20 montrent que tous les isolats testés peuvent 

croitre dans un intervalle de température de 29°C à 45°C. Cependant, seuls les isolats E14 et E96 

sont capable de croitre à 10°C répondant ainsi aux conditions de la zone humide.    

Tous les isolats testés ont donné une bonne croissance dans l’intervalle de pH de 5 à 9 avec une 

croissance faible au pH 4 alors que, les isolats E6 et E14 n’ont pas pu pousser à ce pH acide.    

      Dans notre étude, tous les isolats testés sont sensibles au sodium azide à 0.001%, tandis que 

55% sont résistants au phénol à 0.1%. Ces isolats peuvent être utilisé  pour la dégradation des 

composants résiduels de pesticides qui sont libérés dans le sol et de réduire la pollution du sol 

dans une certaine mesure (Koli et Kulkarni, 2012).   

     Un criblage a été réalisé pour estimer qualitativement la production de quelques enzymes 

lytiques et les enzymes qui solubilisent le phosphate par les actinomycètes isolés.  

     La plupart des isolats ont des activités, Phosphatase alcaline, Esterase lipase (C8), Leucine 

arylamidase, Valine arylamidase, Cystine arylamidase, Trypsine, D-chymotrypsine (protéase), 

Phosphatase acide, Naphtol phosphohydrolase, Alpha-glucosidase (maltase), Beta-glucosidase 

(cellulase) et N-acetyl-bêta-glucosaminidase (chitinase), Betagalactosidase (lactase), Alpha-

mannosidase. Par contre, les activités enzymatiques : Beta-glucuronidase (hyaluronidase), D-

fucosidase et alpha-galactosidase ont été absentes chez tous les isolats.     

       En effet, ces enzymes servent une grande variété de fonctions à l'intérieur des organismes 

vivants. Ils sont indispensables à la transduction du signal et à la régulation cellulaire, souvent 

via des kinases et des phosphatases. Une fonction importante des enzymes est dans le système 

digestif des animaux. Les enzymes telles que les amylases et les protéases décomposent les 

grosses molécules (amidon ou protéines) en molécules plus simples, de sorte qu'elles peuvent 

être facilement absorbées par les intestins. La lactase, un membre de la famille des β-

galactosidases, est une glycoside hydrolase impliquée dans l'hydrolyse du lactose disaccharide en 

ses constituants du glucose et du galactose. La lactase est essentielle pour l'hydrolyse digestive 

du lactose dans le lait. La carence de l'enzyme provoque une intolérance au lactose. 

    L'enzyme ß-galactosidase est industriellement importante car elle peut être utilisée pour éviter 

la cristallisation du lactose dans les produits laitiers sucrés, condensés et congelés tels que les 

crèmes glacées et le lait condensé et résoudre les problèmes associés à l'utilisation et à 

l'élimination du lactosérum. 

    Il est également utilisé pour éviter l'intolérance au lactose chez les personnes présentant une 

carence en lactase. Plusieurs chercheurs ont tenté de trouver des producteurs de lactase puissants 

originaires de leur voisinage (Murugan, 2013).  

       Sur le plan pratique en Bactériologie, cette enzyme est recherchée dans les galeries 

d'identification bactériennes : en l'absence de dégradation du lactose, on s'interroge sur la 
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présence de cette enzyme, et sur la présence d'une perméase. Les milieux traditionnels ignorent 

ces biotypes ß-galactosidase-positive mais perméase-négative. Les chercheurs ont donc proposé 

que la présence d’une ß- galactosidase chez certain bactéries comme les coliformes soit utilisé 

comme critère de leur classification. L’utilisation d’un substrat synthétique chromogène, 

insensible aux variations dans la perméabilité au lactose, permet de mettre en évidence cette 

enzyme par une réaction colorée (Bassaneze et al., 2008). 

     On parle alors d’un milieu Chromogène dont le principe est d’utiliser des substrats 

synthétiques qui sont des analogues structuraux d’une molécule naturellement clivée par une 

enzyme caractéristique d’une espèce bactérienne. Le substrat clivé acquiert des propriétés 

chronologiques et précipite en colorant la colonie sans diffuser dans la gélose. La plupart des 

milieux chromogènes utilisent un jeu de différents substrat permettant une très bonne 

différenciation des colonies et une identification présomptive de ou des espèces bactériennes 

présentes dans un échantillon comme l’urine par exemple.   

  Aujourd’hui les milieux chromogènes bien que plus onéreux, ont largement supplanté les 

milieux non chromogènes en raison de plusieurs avantage. Ces milieux permettent une 

discrimination plus fine des colonies et donc une meilleure sensibilité de détection des 

échantillons polymicrobiens.  

     Ils permettent un rendu d’identification plus rapide au clinicien ainsi qu’une économie 

substantielle en réactif et en temps technicien (Beaumont C., 2006).  

    Les chitinases, un groupe majeur d’hydrolases produites par des agents utilisés en lutte 

biologique, sont impliquées dans la lyse de la paroi de champignons pathogènes. La production 

des enzymes chitinases par les Streptomyces est importante comme critère de sélection pour 

activité antifongique. Cependant, il a été rapporté que la production des chitinases seul est 

insuffisante pour la lyse des cellules des hyphes chez plusieurs champignons (Xue et al., 2013; 

Lin et al., 2014). 

      Différentes protéases extracellulaires synthétisés par des agents de lutte biologique, ont la 

capacité de dégrader la paroi des champignons phytopathogènes. Ceci nous laisse suggérer qu'il 

existerait une relation entre l’inhibition de la croissance des champignons pathogènes et la 

synthèse des protéases par Streptomyces sp. Le rôle de ces enzymes dans la protection des 

plantes contre les champignons phytopathogènes a été déjà démontré par plusieurs auteurs dans 

le cas d'autres agents de lutte biologique, comme les actinomycètes (Gopalakrishnan et al., 

2014), les Streptomyces (Singh et Chhatpar, 2011; Xue et al., 2013), les Bacillus 

(Yuttavanichakul et al., 2012; Masciarelli et al., 2014 ) et Bradyrhizobium japonicum E109 

(Masciarelli et al., 2014), les Pseudomonas spp. (Hammami et al., 2013). La production des 
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protéases par les actinomycètes pourrait jouer aussi un autre rôle important qui est la fertilisation 

des sols, car elles peuvent hydrolyser les protéines et l'urée (Gopalakrishnan et al., 2011). 

     Nos résultats montrent que nos isolats possèdent des phosphatases, des protéases, des lipases 

et des osidases, rejoignent ceux trouvés par Morakchi (2011), Ayari (2016) et Benouagueni 

(2015) qui ont isolées des Streptomyces a partir du lac Oubeira et El Mellah respectivement. À 

partir de ces résultats, nos isolats apparaissent comme productrices des enzymes importantes 

dans la lutte biologique et le développement biotechnologique. 

    Les phosphatases sont des enzymes importantes pour l'utilisation des phosphates organiques 

par les actinomycètes. Chez E. coli et d'autres bactéries à Gram négatif, AP est une enzyme 

périplasmique codée par phoA. Chez Streptomyces, l'AP est une enzyme extracellulaire qui est 

sécrétée en très grandes quantités dans des conditions de famine au phosphate (Moura et al. 2001)  

     Nos résultats corrobore avec ceux trouvés par Franco-Correa et al., (2010), qui ont montré 

que les Streptomyces solubilisent le phosphate (phosphatase acide et alcaline). Les bactéries qui 

solubilisent le phosphate peuvent augmenter l'absorption de phosphore par les plantes et 

augmenter le rendement des cultures.  

      Les estérases et les lipases sont des esters carboxyliques hydrolases (EC 3.1.1). Les 

carboxylestérases (EC 3.1.1.1) hydrolysent les esters hydrosolubles ou émulsifiés avec des 

chaînes d'acides gras relativement courtes, tandis que les lipases (triacylglycérol acyl hydrolases, 

EC 3.1.1.3) agissent préférentiellement sur les substrats émulsifiés avec des acides gras à longue 

chaîne.  

   Il n'est pas surprenant que l'activité lipolytique ubiquiste puisse être trouvée parmi les 

streptomycètes. Ces enzymes ont été utilisés dans une grande variété d'applications dans les 

domaines de la pharmacie, de la chimie fine, de la santé générale, de l'alimentation, des 

cosmétiques, de l'environnement et de l'énergie. Les lipases sont des sérine hydrolases définies 

comme des triacylglycérol acylhydrolases (E.C. 3.1.1.3). Les lipases sont impliquées non 

seulement dans l'hydrolyse des esters d'acides aliphatiques à longue chaîne, mais également dans 

les réactions d'estérification / transestérification. Les lipases catalysent également une grande 

variété de réactions de synthèse telles que la thio-estérification et l'amidation. Les estérases sont 

également des enzymes très utiles pour le même type de biotransformation (Robic A., 2017). 

    Les auteurs réalisent que la technique semi-quantitative API ZYM utilisée dans cette étude 

permet de mesurer uniquement l'activité enzymatique potentielle des souches bactériennes qui 

n'est jamais identique à l'activité bactérienne dans les milieux naturels. Dans des conditions de 

laboratoire, il n'est pas possible de générer et de surveiller les changements à court terme qui se 

produisent habituellement in situ (Mudryk, 2006).  
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     Plusieurs définitions sont accordées au terme de multirésistance, le plus communément utilisé 

pour les bactéries c’est la non sensibilité à des antibiotiques appartenant au minimum à trois 

classes différentes (Magiorakos et al., 2012). Dans ce travail, tous les isolats d’actinomycètes de 

cette étude sont multirésistants. Les résultats de la sensibilité aux antibiotiques présentés dans le 

tableau n°22 montrent que la plupart des isolats sont résistants à la majorité des fuoroquinolones 

(100%), β- lactamines (57%) et aux macrolides (47%). Cette résistance est due au fait que les 

Streptomyces sont des producteurs de ces classes d’antibiotiques (Kieser et al., 2000; Madigan 

et Martinko, 2007, Zerizer, 2014).  

      Cependant, il est remarquable que 100% des isolats sont résistants aux Céfixime, 

Céfotaxime, Pefloxacine, l’acide nalidixique et l’acide pipémidique. Par contre, tous les isolats 

sont sensibles aux Céfalexine et Nitroxoline.  

      Les bactéries peuvent avoir une résistance naturelle, comme elles peuvent développer une 

résistance à beaucoup de classes d’antibiotiques, notamment dans les milieux défavorables à leur 

croissance. Cette résistance est obtenue soit par le transfert des éléments de résistance d’une 

bactéries à l’autre (Forsberg et al., 2012), ou bien par des mutations au niveaux des gènes 

codants pour des réactions métaboliques. Ces mutations surviennent au niveau des gènes qui 

codent pour les protéines cibles de l’antibiotique ou bien de gènes qui codent pour des enzymes 

impliquées dans l’activation de l’antibiotique (Meyssonnier, 2012). Ces mutations engendrent 

beaucoup de changements dans le métabolisme bactérien. Selon des études réalisées par 

Derewacz et al. (2013), 311 nouveaux caractères ont été observés chez des mutants résistants 

aux antibiotiques du genre Nocardiopsis. Ces mutants ont présentés des changements dans leur 

métabolisme primaire et potentiel riche et émergent de métabolites secondaires. Récemment, des 

recherches ont décrit la corrélation apparente entre l’acquisition de la résistance aux 

antibiotiques et la productivité du métabolisme secondaire chez des actinomycètes producteurs 

d’antibiotiques. L’acquisition de la résistance chez ces souches résulte en une augmentation des 

niveaux de la production de composés bioactifs. Ces études ont suggéré que la sélection de 

souches sur le critère de résistance aux antibiotiques peut être une stratégie pour découvrir de 

nouveaux métabolites secondaires (Derewacz et al., 2013). 

     Il est important de signaler que l’utilisation de plusieurs antibiotiques appartenant à plusieurs 

classes thérapeutique avec différent mode d’action, augmente la chance de criblage et de 

sélection d’isolat producteur de nouvelle molécules bioactives.  

     Dans notre étude, le but de l’utilisation des inhibiteurs de la synthèse des enveloppes 

bactériennes (Béta-lactamine), des inhibiteurs de la synthèse des protéines (macrolides, 

aminosides, cyclines) ainsi que les inhibiteurs de la synthèse des acides nucléiques (quinolones) 

été la recherche des isolats multirésistants.   
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Planche 21 : résultats tests enzymatique  
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Planche 22 : résultats de croissance à différents pH et température 
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Planche 23 : résultats d’utilisation de composé glucidique 

Saccharose 

E96 E76g 

E100 

Raffinose 

D-fructose 

E100 

E96 E76g 

E100 

E96 E76g 

E100 

E96 E76g 

D-mannitol D-xylose Sorbitol 

D-mellibiose 

L-arabinose 

Mannose L-rhamnose 



124 

 

 

 

                 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Planche 24 : résultats utilisation du citrate  
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1 : acide nalidixique  (NA)               7 : cefalexine (CN)                        13 : spiramycine (SP) 
2 : kanamycine (K)                           8 : imipénème (IPM)                     14 : cefixime (CFM)  
3 : érythromycine  (E)                       9 : cefotaxime (CTX)                    15 : céfazoline (CZ)  
4 : amoxicilline (AMC)                    10 : péfloxacine (PEF)                   16 : doxycycline (D)  
5 : tobramycine (TM)                       11 : nitroxoline (NTX)                   17 : acide pipémidique (PI)  
6 : ampicilline (AMP)                      12 : pristanamycine (PR)                18 : clindamycine (CL)  
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5. Identification moléculaire :  

   Tous les isolats étudiés ont fait l’objet de l’extraction et le séquençage de leurs 16S rDNA afin 

de déterminer leurs emplacements phylogénétique. L’électrophorèse des produits de la PCR des 

gènes de l’ARNr 16S des isolats testés, le gel d’agarose-TBE est photographié sur table UV, les 

bandes d’ADN ont migré dans la région 1500 paires de bases (Figure n°17).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°17: Résultats de l’électrophorèse des produits de la PCR des isolats testés. 

Après séquençage en utilisant 8 amorces (357F, 357R, 536F, 536R, 800F, 800R, 1050F, 1050R), 

les séquences obtenus ont été analysées et assemblées par le logiciel ChromasPro version 1.5.  

     La comparaison de séquences obtenues avec celles disponibles au niveau de la base de donné 

génomique GenBank, nous a permis d’évaluer la diversité phylogénétique et la position 

taxonomique de ces isolats. Suite à ces résultats un arbre phylogénétique est réalisé par la 

méthode de « neighbor joining » (Saitou and Nei, 1987) à l’aide du logiciel Mega 4, l’arbre 

phylogénétique de l’isolat E96 présenté dans la figure n°18.  

     Afin d’évaluer la diversité des isolats, une PCR a été réalisée sur les vingt isolats en utilisant 

des amorces spécifiques d’actinomycètes qui permettent l’amplification d’un fragment de 1500 

(Renvoisé A, 2012). Les séquences obtenues sont comparées avec celles disponibles dans les 

bases de données GenBank en utilisant le programme BLAST à travers le Centre National de 

l’Information pour la Biotechnologie (NCBI). Les résultats obtenus ont montré que la plupart des 

isolats sont assignés au genre Streptomyces, toutefois l’identification au niveau de l’espèce 

n’était pas possible du fait que le même pourcentage d’homologie (99 à 100 %) a été obtenu, 

pour chaque isolat, avec plusieurs espèces de Streptomyces. Par contre l’isolat E100 a montré un 

pourcentage d’homologie de 97% avec Nonomuraea rubescens strain XMU207 dont le numéro 

d’accession GenBank HM368621.1     
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Figure n°18 : arbre phylogénétique basé sur les séquences ADNr montrant les distances entre 

l’isolat Streptomyces E96 et les autres souches Streptomyces apparentées. Le nombre de 

substitution par position de nucléotide est de 0.005.  

     Les Streptomyces sont connues pour être génétiquement très instables avec des taux de 

mutation particulièrement élevés pour certains caractéristiques et qui persistent d’ailleurs en 

absence de pression sélectives apparentes (Chen et al., 2002). Ces mutations sont dues 

principalement à des délétions chromosomiques accompagnées d’amplification d’ADN (leblond 

et al., 1994).  

    Il en ressort que l’isolat Streptomyces E96 partage un pourcentage d’identité égale à 98,8% 

avec les espèces Streptomyces celluloflavus et S. kasugaensis dont les numéros d’accession 

GenBank sont NR_041150.1 et NR_024724.1 respectivement.  

     L’alignement des séquences est réalisé par le programme CLUSTALX, à partir de cet 

alignement et afin de déterminer la position taxonomique de cet isolat, un arbre phylogénétique a 

été construit (Figure n°18) avec la méthode de neighbour-joining à l’aide du logiciel Mega 4 

(Saitou and Nei, 1987).  

0.005 
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         L’isolat E96 occupe la même ligne phylogénétique que deux souches très proche 

Streptomyces celluloflavus et S. kasugaensis avec un pourcentage de bootstrap élevé (71%).  En 

effet, plus le pourcentage de bootstrap de deux souches est élevé plus la probabilité qu’elles 

appartiennent à la même espèce est élevé.   

    Selon la nouvelle classification de Labeda et al. (2012), les souches de Streptomyces dont le 

pourcentage de bootstrap est inférieur à 60% sont classées dans des groupes différents.  

    Selon Masa H et al. (1995), génétiquement une seule base fait la différence entre S. 

celluloflavus et S. kasugaensis. Toutefois, les données physiologiques montrent une grande 

diversité métabolique entre ces deux espèces (tableau n°27).   

Tableau n°27: comparaison caractères physiologiques de S.  celluloflavus, S. kasugaensis et la 

E96.   

 S. kasugaensis S. celluloflavus E96 

L-arabinose  - + - 

D-Xylose  - + - 

Glucose  + ND + 

D-Fructose  + ND + 

Rhamnose  - + +/- 

Sucrose  - + ND 

Raffinose  + ND - 

Inositol + ND  

D-mannitol - ND + 

Lactose - + ND 

Liquéfaction de la 

gélatine 

+ ND + 

Dégradation de 

l’amidon  

- + + 

Pigment mélanoide  - ND - 

+ : positif, - : négatif : ND : non déterminé  

      La combinaison de techniques moléculaires avec les tests morphologiques, biochimiques et 

physiologiques montrent clairement que l’isolat E96 possède des caractères différents des 

souches S. celluloflavus et S. kasugaensis qui sont les plus proches.  

     L’isolat E96 ne ressemble donc à aucune espèce citée, ce qui nous laisse dire qu’il s’agit 

probablement d’une nouvelle espèce. Cependant, pour confirmer notre hypothèse il faut faire 

appel à une autre technique, utilisée dans de nombreuses études sur les Streptomyces et qui 
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permet d’estimer le degré de parenté entre deux souches. C’est l’hybridation ADN-ADN, Pour 

Stackebrandt et Goebel (1994), lorsqu'il existe moins de 97% de similarité entre les séquences 

des ARNr 16S de deux souches, ces souches appartiennent à des espèces différentes. 

     Par contre, si le pourcentage de similarité est égal ou supérieur à 97, le placement de deux 

souches dans une unique espèce ou dans deux espèces différentes doit reposer sur les résultats 

des hybridations ADN-ADN. C’est une méthode qui a montré dans certains cas une bonne 

corrélation avec l’identification basée sur la morphologie et la physiologie. 
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II. Étude des Cryptococcus :  

1. Prélèvements environnementaux :  

    Un total de 117 échantillons a été recueilli, 91 échantillons à partir des fientes des pigeons, 16 

à partir de l’air atmosphérique au tour des fientes et 10 à partir de matériaux vivants recueillies 

sur les arbres d'eucalyptus.  

    Après traitement des échantillons et  incubation à 30°C pendant 8jours. Les résultats de 

l'analyse mycologique primaire présentée dans les planches n°26, 27 et 28, nous ont révélé la 

présence du genre Cryptococcus dans 12.5% des cultures de fiente de pigeon et 5.5% des 

cultures de l’air atmosphérique.  

2. Identification  

2.1.  Identification morphologique  

L’identification morphologique est basée sur  une coloration à l’encre de chine dilué au 5éme puis 

une observation au microscope optique au grossissement X40, cette observation nous a permis 

de voir la présence d’un tout petit halo blanc au tour des colonies, la capsule  
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Planche n°26 : aspect morphologique des isolats de Cryptococcus  

L’aspect ŵicƌoscopiƋue de la souche AFϭϬ 

L’aspect ŵicƌoscopiƋue de la souche Fϭ 

L’aspect ŵicƌoscopiƋue de la souche AFϮ 

Levure 

capsulé

e 

Levure 

capsulé

e 

Levure 

capsulé

e 
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Planche n°27 : (suite) aspect morphologique des isolats de Cryptococcus 

L’aspect ŵicƌoscopiƋue de la souche FϮ 

Levure 

capsulé

e 

L’aspect ŵicƌoscopiƋue de la souche Fϲ.ϱ 

Levure 

capsulé

e 
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Planche n°28 : aspect morphologique des isolats de Cryptococcus 

L’aspect ŵicƌoscopiƋue de la souche Fϴ 

L’aspect microscopique de la souche F9 

Levure 

capsulé

e 

Levure 

capsulé

e 
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2.2. Identification biochimique  

Les résultats de l’identification biochimique présentés dans le tableau n°24 montrent que les 

isolats suspectés appartiennent au genre Crytpcoccus. Toutefois une différence au niveau de 

certain caractère a été observé (voir tableau 28). 

Tableau N° 28 : caractère biochimique API 32C des Cryptococcus. 

 CN104 CN721 CN954 AF2 AF10 F1 F2 F6.5 F8 F9 
GAL + + + - - - - - - - 
ACT - - - - - - - - - - 
SAC + + + + + + + + + + 
NAG + + + - - - - - - - 
LAT - - - - - - - - - - 
ARA - - - + + + + + + + 
CEL - - - + + + + + + + 
RAF + + + + + + + + + + 

MAL + + + + + + + + + + 

TRE + + + + + + + + + + 

2KG + + + + + + + + + + 
MDG + + + - - - - - - + 
MAN + + + + + + + + + + 
LAC - - - - - - - - - - 
INO + + + + + + + + + + 
SOR + + + + + + + + + + 
XYL + + + + + + + + + + 
RIB + + + - - - - - - - 
GLY - - - - - - - - - - 
RHA + + + - - - - - - + 
PLE + + + - - - - - - + 
ERY + + + - - - - - - - 
MEL - - - - - - - - - - 
GRT + + + + + + + + + + 
MLZ + + + + + + + + + + 
GNT + + + - - - - - - - 
LVT - - - - - - - - - - 
GLU + + + + + + + + + + 
SBE - - - - - - - - - - 
GLN - - - - - - - - - - 
ESC + + + + + + + + + + 
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2.3. Identification moléculaire :  

     Les séquences obtenues ont été comparés contre les séquences nucléotidiques déposées dans 

GenBank en utilisant le programme BLAST via le serveur NCBI et la Société internationale de 

Mycologie humaine et animale (ISHAM) –ITS reference DNA barcoding database. 

     La comparaison des séquences des isolats cliniques a donnée 100% de similarité avec la 

souche Filobasidiella neoformans UWFP-360 dont le numéro d’accession est : AF335937.1 

    La comparaison des séquences de l’isolat F9 : a donnée 100% de similarité avec la souche 

Cryptococcus diffluens dont le numéro d’accession est AM117836.1  

   La comparaison des séquences des isolats AF2, AF10, F1, F2, F8 et F6.5: a donnée 99% de 

similarité avec la souche  Cryptococcus albidus KDLYL12-1 dont le numéro d’accession est : 

JX174413.1 

2.4. Étude de la sensibilité de Cryptococcus aux antifongiques :  

      Les agents antifongiques utilisés sont les suivants : Amphotericin B, 5-Flucytosine, 

Anidulafungin , Caspofungin, Micafungin, Fluconazole, Itraconazole, Posaconazole, 

Voriconazole. L’utilisation de la méthode rapide « SensititreYeast One » nous a donné des 

résultats qualitatifs et quantitatifs (CMI)  de la sensibilité des souches cliniques et 

environnementales (voir tableau n°29 et n°30).    

Tableau n°29 : résultats antifongigramme des isolats environnementaux.   

 

Agent 

antifongique 

Dilution 

mg/l 

CMI 

AF2 

CMI 

AF10 

CMI 

F1 

CMI 

F8 

CMI 

F9 

ANI 0.015 – 8 >8 >8 >8 >8 >8 

MICA 0.008 – 8 >8 >8 >8 >8 >8 

CASPO 0.008 – 8 >8 >8 >8 >8 >8 

5-FLUORO 0.06 – 64 8 4 >64 >64 >64 

POSA 0.008 – 8 0.5 0.25 1 0.25 0.25 

VORI 0.008 – 8 0.25 0.12 0.5 0.12 0.12 

ITRA 0.015 – 16 0.12 0.12 0.5 0.5 0.06 

FLU 0.12 – 256 16 8 64 16 32 

AMPB 0.12 – 8 <0.12 <0.12 0.25 0.25 <0.12 
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Tableau n°30 : résultats antifongigramme des isolats cliniques  

Agent 

antifongique 

Dilution 

mg/l 

CMI 

104 

CMI 

954 

CMI 

721 

ANI 0.015 – 8 >8 >8 >8 

MICA 0.008 – 8 >8 >8 >8 

CASPO 0.008 – 8 >8 >8 >8 

5-FLUORO 0.06 – 64 2 2 2 

POSA 0.008 – 8 0.06 0.06 0.25 

VORI 0.008 – 8 0.03 0.03 0.25 

ITRA 0.015 – 16 0.06 0.06 0.12 

FLU 0.12 – 256 8 4 8 

AMPB 0.12 – 8 0.12 0.12 0.12 

 

2.5.  Discussion :  

      La cryptococcose est une mycose cosmopolite humaine et animale évoluant sur un mode 

subaigu ou chronique. Cette mycose est due à une levure capsulée appartenant au genre 

Cryptococcus. Cryptococcus neoformans et Cryptococcus gatii représentent la cause la plus 

commune de la cryptococcose en raison de leur nature intrinsèque pathogène. Au cours des 

dernières années, la cryptococcose est devenue un problème mondial public important de la 

santé qui afflige non seulement les individus immunodéprimés, mais les sujets 

immunocompétents sont également en danger (Orazio Romeo, 2012).    

      D'autres espèces du genre Cryptococcus, cependant, ont été rapportées à partir de cas 

cliniques ainsi. Cryptococcus albidus et C. laurentii ont été isolés à partir des poumons, du 

liquide céphalorachidien et des échantillons de sang. Cryptococcus flavescens, C. nodaensis et 

C. laurentii ont été isolé à partir du liquide céphalo-rachidien. Cryptococcus adeliensis a été 

rapporté être impliqué dans la méningite, et a été isolé à partir d'une biopsie pulmonaire d'un 

adulte de sexe masculin souffrant d'une maladie pulmonaire progressive et de la cavité 

buccale d'un garçon de 8ans infecté par le VIH (Boekhout et al, 2003; Rimek et al, 2004;  

Tintelnot et al, 2005 ; Serda Kantarcioğlu et al, 2007).  

    La littérature scientifique sur cryptococcose a eu une contribution importante dans la 

direction et explique les faits liés à l'agent de cette maladie. L'habitat des levures du genre 

Cryptococcus est l’environnement. Les sources environnementales sont très variées et sont 

liés à des substrats organiques, tels que les fientes d'oiseaux, le matériel végétal en 

décomposition, dans le sol et dans les arbres d'eucalyptus (Montenegro H et al, 2000 ; Filiú 
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WFOF et al, 2002 ; Baroni FA et al, 2006 ; Reginaldo S. et al, 2009). Les pigeons 

(Columbia livia) ont un rôle important dans la diffusion de ces levures pathogènes, puisque 

ces oiseaux ont tendance à se concentrer dans les centres urbains à la recherche de nourriture, 

des abris et des terrains de reproduction (Kwon-Chung and Bennett, 1992 ; Reginaldo S. et 

al, 2009). 

   Dans notre étude, trois sources environnementales ont été étudié : les fientes de pigeons, 

l’air atmosphérique et les arbres des Eucalyptus.    

    En calculant le taux de Cryptococcus isolée selon le nombre de prélèvement pour les trois 

types d’échantillons, nous remarquons que le taux de contaminations dans les fientes des 

pigeons avec 12.5% est plus élevé que celui dans l’air atmosphérique avec 5.5%. D’après les 

mêmes résultats, nous constatons que le type d’échantillon le moins concerné par les 

contaminations selon notre études est les arbres d’Eucalyptus.  

     La raison de la fréquence élevée de ces isolats dans les fientes est censée être en raison de 

la capacité de ce champignon à assimiler l'urée, l'acide urique, la xanthine et de créatinine 

composés qui sont abondants dans les fientes des pigeons (Lattman ML, 1968 ; YA 

Mahmoud, 2000).   

      L’identification biochimique des isolats cliniques et environnementaux a montré que ces 

isolats appartiennent au genre Cryptococcus, la présence de différence de certain caractère 

biochimique entre les isolats cliniques et environnementaux signifie qu’elles appartiennent à 

des espèces différentes. En comparant nos résultats avec celles réalisé par Refai et al en 2014, 

nous déduisons que les isolats cliniques appartiennent à l’espèce Cryptococcus neoformans.  

Tous les isolats environnementaux appartiennent à l’espèce Cryptococcus albidus, à part 

l’isolat F9 qui se caractérise par sa capacité à assimiler le Méthyl-αD-Glucopiranoside (MDG) 

et donc il appartient à l’espèce Cryptococcus diffluens.   

    L’identification moléculaire et suite à la comparaison des séquences obtenues contre les 

séquences nucléotidiques déposées dans GenBank en utilisant le programme BLAST a 

confirmé les résultats obtenu par l’identification biochimique.  

     Selon les résultats obtenus par le système « SensititreYeast One » tous les isolats 

environnementaux ont données une CMI élevée (>8) pour les trois agents antifongiques 

appartenant à la classe des échinocandines : l’anidulafungine, micafungine et la caspofungine. 

Toutefois, les isolats des fientes sont résistants à la 5-fluorocytosine et les isolats de l’air 

atmosphérique ont donné une susceptibilité intermédiaire. Les agents antifongiques 

appartenant à la classe des azolés, tous les isolats sont résistants au fluconazole, sensible au 

posaconazole et ont donné une susceptibilité intermédiaire à l’itraconazole et à voriconazole. 

En revanche, tous les isolats sont sensibles à l’amphotericine B.  
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     En comparant ces CMI avec celles obtenus pour les isolats cliniques de Cryptococcus 

neoformans, nous remarquons qu’il n’y a pas de différence. La même résistance a été 

remarqué pour les isolats de Cryptococcus albidus et Cryptococcus diffluens 

environnementaux et les isolats de Cryptococcus neoformans cliniques par rapport aux 

échinocandines (ANI, MICA et CASPO) et la 5-Fluorocytosine. Tous les isolats cliniques 

sont aussi sensibles à l’amphotéricine B, voriconazole, l’itraconazole et la posaconazole et un 

seul isolat sensible au fluconazole. 

      De nombreuses études se réfèrent à la sensibilité in vitro aux antifongiques des isolats 

cliniques de C. neoformans, cependant, les données sont rares concernant les isolats 

environnementaux. En 1996, Franzot et Hamda n'ont trouvé aucune différence entre les 

susceptibilités des isolats cliniques et environnementaux à l'amphotéricine B, 5-flucytosine, 

kétoconazole, fluconazole et itraconazole. Pfaller et ces collaborateurs en 1999 ont étudié 

l'activité in vitro de 566 isolats cliniques de C. neoformans en provenance d'Afrique et aux 

USA, dans cette vaste étude, 90% des isolats ont été inhibés par le fluconazole tandis que trois 

isolats (0,5%), tous les isolats des Etats-Unis, ont montré une résistance à cet antifongique. En 

2005, Yolanda Lopez et al. ont fait une étude sur 22 isolats environnementaux de 

Cryptococcus neoformans, tous ces isolats étaient sensibles à l’amphotéricine B et résistants 

au fluconazole, ce qui confirme les résultats obtenu par notre étude.  

    Les résultats de ce travail peuvent contribuer à une meilleure compréhension de l'écologie 

des Cryptococcus dans l’Est de l’Algérie et remarque la possibilité de contracter une infection 

de cryptococcose avec des souches préalablement résistantes. Cette résistance témoigne la 

difficulté thérapeutique rencontré dans les traitements antifongique ce qui pose un problème 

socioéconomique majeur en santé publique.    
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III. Mise en évidence de l’activité antifongique  

1. Mise en évidence de l’activité antifongique :  

     Le screening de l’activité antifongique a été réalisé en utilisant la technique du cylindre 

d’agar et la double couche. Parmi les 20 isolats étudié, 8 ont donnée des zones d’inhibition par 

rapport aux trois isolats de Cryptococcus : C. neoformans (clinique) C. albidus 

(environnemental) et C. diffluens (environnemental).  

1.1. La technique du cylindre d’agar :  

      Les figures n°19, n°20 et n°21, représentent les histogrammes des diamètres d’inhibition.  de 

l’activité antifongique obtenue par la technique du cylindre d’agar en utilisant 4 milieux 

différents : ISP2, ISP1, Bennet, GYEA sur C.neoformans, C.diffluens et C.albidus 

respectivement.  

1.1.Technique de double couche :  

   Les figures n°22, 23 et 24 représentent les histogrammes des diamètres d’inhibition de 

l’activité antifongique obtenue par la technique de double couche en utilisant 4 milieux 

différents : ISP2, ISP1, Bennet, GYEA sur C.neoformans, C.diffluens et C.albidus 

respectivement.  
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Figure n°19 : diamétre d’inhibition par technique de cylindre d’agar sur C.neoformans 
(clinique).  
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°20 : diamétre d’inhibition par technique de cylindre d’agar sur C.diffluens 

(environnemental).  

Figure n°21 : diamétre d’inhibition par technique de cylindre d’agar sur C.albidus  

(environnemental) 

Résultats et discussion  



141 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

E6 E14 E65 E75g E87p E96 E165 E182

Z
o

n
e

 d
'i

n
h

ib
it

io
n

 e
n

 m
m

  

isolats 

ISP1

ISP2

GYEA

BENNET

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

E6 E14 E65 E75g E87p E96 E165 E182

Z
o

n
e

 d
'i

n
h

ib
it

io
n

 e
n

 m
m

 

isolats 

ISP1

ISP2

GYEA

BENNET

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°22: diamétre d’inhibition par technique de double couche sur C.neoformans (clinique).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°23: diamétre d’inhibition par technique de double couche sur C.diffluens 

(environnemental). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°24: diamètre d’inhibition par technique de double couche sur C.albidus 

(environnemental). 
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Planche n° 29 : résultat teste d’activité en double couche  

E6 

ISP2 

E14 

GYEA 

ISP2 

Bennet ISP1 

GYEA Bennet ISP1 

E65 

ISP2 GYEA Bennet ISP1 

ISP2 GYEA 

E76g 

Bennet ISP1 
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Planche n° 30: (suite) résultat teste d’activité en double 
couche  

Eϴϳ’ 

ISP2 GYEA Bennet ISP1 

E96 

ISP2 GYEA Bennet ISP1 

E165 

ISP2 GYEA Bennet ISP1 

E182 

ISP2 GYEA Bennet ISP1 
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1.2. Discussion :  

      L’activité antifongique a été mise en évidence par deux méthodes de diffusion en milieu 

solide : la double couche et le cylindre d’agar. En effet, une forte concentration de molécules 

bioactives libérées diffuse plus rapidement que la croissance de la souche-test ce qui conduit à 

une zone d’inhibition importante (Koch, 1999).   

     L’utilisation de deux techniques nous a permis de détecter et de confirmer l’effet inhibiteur 

des isolats actifs. Parmi les 20 isolats étudiés, huit isolats d’actinomycètes (soit 40%) sont actifs 

sur les isolats tests.  Les zones d’inhibitions obtenues par la technique de double couche étaient 

plus importantes que celles obtenues par la technique de cylindre d’agar pour la totalité des 

isolats actifs, par ailleurs, la technique de double couche est mieux adaptée pour l’étude des 

activités antifongiques (ouhdouch et al., 2001 ; Gandhimathi et al., 2008 ; spadari et al. 

2013 ), elle permet une diffusion des microorganismes en masse dans la gélose (milieu 

Sabouraud en gélose molle), des résultats plus fiables, et une meilleurs reproductibilité des 

résultats car la densité de l’inoculum est préalablement connue (Bastide et al. 1989; Savioli et 

al., 2006 ).     

     Les conditions optimales pour la production d'un métabolite ne sont pas nécessairement les 

mêmes que pour la croissance maximale. De plus, un microorganisme est capable de produire 

différents métabolites secondaires à différents niveaux, en fonction des paramètres physico-

chimiques et de la composition du milieu de culture (sources de carbone, d'azote et de phosphate 

(Hodgson, 2000). 

    Il est maintenant bien établi que la composition du milieu de culture peut affecter la 

production d'antibiotiques par les actinomycètes (Egorov, 1964 ; Kuster et Williams, 1964 ; 

Tesic et lukic, 1966 ; Waksman, 1967 ; Singh et al., 2009). Pour cela, quatre milieux de culture 

ont été utilisé : ISP1, ISP2, GYEA et le milieu Bennett. Dans l’ensemble des milieux testés, les 

milieux ISP2 et GYEA ont donné les meilleurs zones d’inhibitions, une production moindre été 

donné par le milieu Bennett et faible par l’ISP1 pour tous les isolats actifs. L’isolat E6 a donné 

18mm et 16mm pour les milieux GYEA et ISP2 respectivement, le même isolat ne semble pas 

actif pour les milieux ISP1 et Bennett. Cette variation montre l’importance de la composition du 

milieu de culture sur la production d’antifongiques. Ces résultats convergent parfaitement avec 

ceux de Dick et al., 1994, Haque et al., 1995, Theobald et al., 2000. C’est pour ces raisons, il 

est impératif de tester l’activité antibiotique des isolats sur plusieurs milieux avant de se 

prononcer. 
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     Les diamètres d’inhibitions sur les isolats testes montrent que seul l’isolat E14 a donné de 

faible résultats pour les quatre milieux utilisé. Par ailleurs, les autres isolats actifs ont  montré 

une bonne activité vis-à-vis les isolats testes : Cryptococcus neoformans (clinique), 

Cryptococcus albidus et Cryptococcus diffluens (environnemental) y compris ceux résistant à la 

5-fluorocytosine, l’anidulafongine, la caspofongine et la micafongine.  

     Nos résultats démontrent que pour le même isolat actif et sur le même milieu le diamètre des 

zones d’inhibition est le même pour les trois isolats teste étudiés, ces résultats sont compatible 

avec les résultats de notre étude précédente de la susceptibilité des isolats cliniques et 

environnementaux vis-à-vis les antifongique commercialisé. 

2. Optimisation de condition de production  

   Aujourd'hui parmi les axes d'investigation les plus actifs, la recherche de souches produisant 

des antibiotiques en quantité importante à partir de matière première peu coûteuse 

s'accompagnant de conditions de production plus économiques, occupe une place importante en 

biotechnologie.  

   Pour être mené à bien, ce travail de sélection nécessite une bonne connaissance de cette 

production antifongique. Une étude du jour optimal de production de métabolite secondaire a été 

réalisée pour les isolats actifs en utilisant quatre milieux différents.    

2.1.  Cinétique de production :  

Les cinétiques de production ont été suivies pendant 14 jours sur quatre milieux ISP1, ISP2, 

GYEA et Bennet pour les isolats actifs. Les résultats sont représentés dans les figures : 25, 26, 

27, 28 et 29.  
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Figure n°25 : cinétique de production des métabolites secondaire de l’isolat  E6 

  

Figure n°26 : cinétique de production des métabolites secondaire de l’isolat E76g 
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Figure n°27 : cinétique de production des métabolites secondaire de l’isolat E165 

 

Figure n°28 : cinétique de production des métabolites secondaire de l’isolat E182 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10 J11 J12 J13 J14

Z
o

n
e

 d
'i

n
h

ib
it

io
n

 (
m

m
) 

Temps (jour) 

ISP1

ISP2

GYEA

BENNET

Résultats et discussion  



148 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

J0 J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10 J11 J12 J13 J14

Z
o

n
e

 d
'i

n
h

ib
it

io
n

 (
m

m
) 

Temps (jour) 

ISP1

ISP2

GYEA

BENNET

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°29: cinétique de production des métabolites secondaire de l’isolat E96 

2.2. Discussion  

    La production des antibiotiques est influencée par un ensemble de facteurs nutritionnels et 

environnementaux qui permettent de mettre en évidence certains traits majeurs, avec de 

nombreuse exception (Iwai et Omura, 1982).   

   En effet, il est très difficile de dégager des règles de production unique, car il existe une grande 

diversité de souche productrice avec plusieurs voies de biosynthèse.  

Dans la plupart des cas, il est difficile de savoir ce qui détermine l’initiation du métabolisme 

secondaire à savoir le taux de croissance faible ou bien la limitation nutritionnelle qui y est la 

plupart du temps associée (Trilli et al., 1987). 

     La cinétique de production des isolats actifs montre des débuts de production dès le 1er jour 

(après 24h d’incubation) pour les isolats E96, E165, E87p, E182. Plusieurs antibiotiques 

synthétisés par des souches de Streptomyces apparaissent au premier jour de culture selon les 

travaux de Martin et Demain (1980), Lohr et al. (1989) et Seo et al. (2010), Boughachich F 

(2012). La synthèse des molécules antibactériennes par les souches actinomycétales se fait très 

rapidement probablement parce que les cellules possèdent les enzymes et/ou les précurseurs 

nécessaires pour leur synthèse ou les produisent rapidement (en moins de 24 heures) 

Boughachich F(2012).   
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    Le cinétique de production des isolats E96 et E182  est classique, elle se divise en deux 

phases : une production rapide et importante dès 24h d’incubation, une diminution puis une 

stabilisation de production jusqu’aux 14éme jour. Pour les isolats E6, E165 et E76g, la cinétique 

présente des courbes de croissance biphasique (Diauxie, croissance double) sur les milieux 

GYEA, Bennet et ISP1 respectivement. Cette croissance biphasique ou diauxie ou croissance 

double, est présentée par des bactéries poussant sue un milieu de culture contenant plusieurs 

sources de carbones (Meunier et Choder, 1999).  

     Le milieu ISP2 semble favorise l’activité antifongique, car pour les isolats 96, 182, 165, et 

76g, la meilleure production de métabolite secondaire été sur ce milieu. Seul l’isolat E6 qui a 

donné une meilleure production sur le milieu GYEA.   

    Ces variations de résultats du test d’activité antimicrobienne s’expliquent par le fait qu’une 

bactérie actinomycétale peut produire plusieurs types de molécules antibactériennes dont la 

nature de ces dernières dépend de la composition, la nature et la concentration des composants 

du milieu de culture (Jihani S, 2013).  

      La production des métabolites secondaires sont clairement devenu un secteur important de la 

biotechnologie. Elles intègrent ainsi les champs de recherche des sciences fondamentales et 

suscitent de nombreuses questions d’intérêt considérable aux scientifiques.  

      Outre l’intérêt fondamental que suscite la compréhension du métabolisme des actinomycètes 

producteurs d'antibiotiques, les exigences de la concurrence industrielle et le besoin accru en 

antibiotiques, particulièrement en antifongiques, sont tels que le travail d'optimisation de la 

production utilisant plusieurs techniques n'est pas prêt de s'achever. Ce secteur industriel repose 

sur deux facteurs principaux, la nature des molécules bioactives produites (nouvelle molécules 

plus efficaces) et le rendement de production (taux et temps de production) (Tiwari et Gupta, 

2012 ; Genilloud, 2014).  

      Des études récentes ont décrit la corrélation apparente entre l’acquisition de la résistance aux 

antibiotiques et la productivité du métabolisme secondaire chez des actinomycètes producteurs 

d’antibiotiques. L’acquisition de la résistance chez ces souches résulte en une augmentation des 

niveaux de la production de composés bioactifs. Ces études ont suggéré que la sélection de 

souches sur le critère de résistance aux antibiotiques peut être une stratégie pour découvrir de 

nouveaux métabolites secondaires (Derewacz et al., 2013 ;Zerizer H, 2014).  

     Les actinomycètes producteurs d’antibiotiques doivent posséder des mécanismes de 

résistance pour éviter leur propre destruction. Parmi les quels: la modification de la cible, 
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l’inactivation ou la séquestration de l’antibiotique, les mécanismes d’épanchement. Les gènes 

codants pour ces mécanismes sont régulés au même moment de la production. De ce fait, les 

méthodes les plus réussies pour rechercher de nouvelles substances antibiotiques intéressantes 

est de viser les souches ayant une résistance aux antibiotiques (Takahashi et al., 1996 ; 

Marcone et al., 2010).  

    En comparant les besoins de la biotechnologie industrielle et les résultats obtenus de nos 

isolats bioactifs, l’isolat E96 été choisie comme isolat représentatif :  

 Résistance à dix antibiotiques testés appartenant à trois classes différentes (pénicilline, 

quinolone, céphalosporine). 

 Taux de production important à un temps réduit : diamètre de zone d’inhibition de 

27mm dès le 1er jour d’incubation (moins de 24h).  

2.3. Choix du solvant et extraction de molécule bioactive :   

     L’extraction des métabolites secondaire de l’isolat E96 été réalisé selon les résultats obtenus 

par la cinétique et les conditions optimales de production.  Le milieu ISP2 été choisi comme 

meilleurs milieu de production et la culture été stoppée après 24h d’incubation.  

     L’extraction a été réalisée dans un milieu liquide et un milieu solide (gélosé) en utilisant 

quatre solvants de polarité différente : n-hexane, dichlorométhane, l’acétate d’éthyle et le n-

butanol, du plus miscible dans l’eau au moins polaire.  

    Il faut noter que l'activité antifongique de l’isolat E96 a été trouvée dans les extraits obtenus 

par le solvant n-hexane à partir des cultures solides uniquement, le test d’activité sur milieu 

liquide a donné des résultats négatifs. Par ailleurs, il est reconnu que la production 

d'antibiotiques par les actinomycètes est plus efficace en milieu solide qu’en milieu liquide et de 

nombreuses souches sont incapables de produire des antibiotiques en culture liquide (Shomura 

et al, 1979; Iwai et Omura, 1982). Cette différence est due à la morphologie de la croissance 

dans les deux cas : en milieu liquide, les hyphes des Streptomyces fragmentent ce qui diminue 

leur capacité de produire des antibiotiques et généralement la production d’antibiotiques est 

corrélée avec la taille des fragments mycéliens (Olson et Ratzkin, 1999 ; Stocks et Thomas, 

2001 ; Jihani S, 2013), cette fragmentation en milieu liquide peut être évitée sur milieu solide. 

Ceci explique les grands diamètres d’inhibition obtenus dans le test de mise en évidence et qui 

ne sont retrouvés qu’après extraction à partir de milieux solides. D’ailleurs plusieurs chercheurs 

ont utilisé les milieux solides pour faciliter les différentes étapes d’études de la production 

d’antibiotiques par les Streptomyces comme Bussari et al. (2008) et Badji et al., (2005).  
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  Après évaporation sous vide à 45°C, le résidu sec été  repris dans 5ml de méthanol. L’activité 

de l’extrait méthanolique été mesuré par la technique des disques en utilisant deux 

concentration : 50µl et 100µ. Les disques contenant 100µl ont donnée des zones d’inhibitions de 

20mm de diamètre (Figure n°30), les disques contenant 50µl n’ont pas donné de résultats.   

 

 

 

  

  

Figure n°30 : zone d’inhibition de l’extrait méthanolique (A) : disque contenant 

l’extrait méthanolique (B) : disque contenant le méthanol seul. 

3. Identification partielle des molécules bioactives :  

   L’identification partielle a été réalisée en utilisant une chromatographie sur couche mince 

(CCM) et une chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC) et une étude de 

l’absorbance à l’UV visible.  

3.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) : 

   Pour obtenir le meilleur système de migration, les plaques de CCM identiques ont été migrées 

avec différents systèmes :  

 N-butanol-acide acétique –eau distillé (3 :1 :1 v/v) ; 

  Acétate d’éthyle-méthanol (100 :15 v/v) ;  

 éthanol-eau distillé-chloroforme (40 :40 :20 v/v) ;  

 Hexane-acétate d’éthyle (70 :30 v/v).    

   Après migration, la révélation été réalisé sous UV par deux longueurs d’onde : 254nm et 

366nm (Figure n°31). Seul le système N-butanol-acide acétique –eau distillé qui a donné un 

résultat, six taches dont le rapport frontal de chacune est le suivant :  

 Rf1 : 0.57 

 Rf2 : 0.66 

 Rf3 : 0.70 

 Rf4 : 0.78 

 Rf5 : 0.81 : couleur jaune  

 Rf6 : 0.89 : couleur dense  
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                                       c  

(a)                                                                   (b)  

Figure n°31 : photo de la révélation de la plaque CCM sous UV. (a) : 254nm ; (b) : 366nm. 

3.2. Chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC)  

    Considérant les résultats de la séparation par chromatographie couche mince, l’extrait de 

l’isolat E96 a été séparé par HPLC utilisant une colonne C18 et détecté par UV aux deux 

longueurs d’ondes 254nm et 280nm puis par un détecteur évaporatif à diffusion de lumière 

(DEDL).  

    Les résultats primaires de l’HPLC montrent 4-5 pics majoritaires et un ensemble non 

négligeable de pics minoritaires (Figure n°32). Selon l’absorbance des molécules présentes dans 

l’extrait complexe, on a obtenu trois profils chromatographiques :  

 Profile 1, La longueur d’onde 254nm : le premier pic obtenu à  24.8mn, le deuxième à 

26.4 mn le troisième à 28.7mn et le quatrième a 41mn.  

 Profile 2 : la longueur d’onde 280nm : le premier pic obtenu à 26.4mn, le deuxième à 

28.7mn le troisième à 41.1mn et le quatrième à 54mn. 

 Profile 3 : DEDL : le premier pic obtenu à 1.9 mn, le deuxième à 28.7mn, le troisième 

à 47.5mn et le quatrième à 54mn avec un épaulement à la 26.4mn.  
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    Figure n°32: profiles chromatographiques de l’extrait de l’isolat E96 après détection par 

absorbance en UV à 2 longueurs d’ondes et au DEDL 

    La présence d’une multitude de molécules absorbant aux deux longueurs d’onde UV et au 

DEDL est observée dans notre extrait.  En comparant cette absorbance, on remarque qu’il y a un 

pic majoritaire F2 qui apparait à la  28.7mn d’élution dans les trois profiles chromatographiques 

obtenus et 3 pics minoritaire F1, F3 et F4 ayant respectivement le temps d’élution suivant : 26.4 

mn, 41.1mn et 54mn.  

3.3. Spectre UV-visible des fractions :   

    Le spectre UV-visible des fractions F1, F2 est présenté dans la figure n°33, le spectre des 

fractions F3, F4 est présenté dans la figure n°34.   

Fraction F1 : le spectre montre deux pics dont le maximum d’absorbance est à 230nm, le 

deuxième est à 265nm avec un épaulement à 285nm.  

Fraction F2 : le spectre montre deux pics dont le maximum d’absorbance est à 230nm, le 

deuxième est à 270nm avec un épaulement à 285nm.  

Fraction F3 : le spectre montre deux pics dont le maximum d’absorbance est à 230nm, le 

deuxième est à 279nm. 

Fraction F4 : le spectre montre un seul pic avec 288 nm d’absorbance.  

254 nm 

280 nm 

DEDL 
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Figuren°33 : spectre UV-visible des fractions F1, F2.  
 

 

 
      
Figuren°34 : spectre UV-visible des fractions F3, F4.  
 

F1 

F2 

F3 

F4 
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3.4. Discussion :  

     Le fractionnement en chromatographie sur couche mince de l’extrait bioactive de l’isolat E96 

a permis de mettre en évidence les différents fractions composant ce métabolite.  D’après les 

résultats obtenus, l’extrait méthanolique de l’isolat E96 est composé de plusieurs molécules. Ces 

molécules présentent un caractère polaire puisqu’elles migrent dans le système butanol-acide 

acétique-eau (3 :1 :1) à des rapports entre 0.57 et 0.89 (Boughechich, 2012).  

     Pour mieux identifier les composés de notre extrait, une séparation par HPLC en utilisant 

deux détecteur DAD et DEDL été réalisé. Le détecteur de diode (DAD) effectue une mesure 

simultanée de l'absorption en fonction du temps d'analyse et sur une plage de longueur d'onde 

choisie. Le détecteur évaporatif à diffusion de lumière (DEDL) nécessite une nébulisation de 

l'éluant, Évaporation de la phase mobile puis une détection Le ELSD est un détecteur universel 

compatible avec tous les solvants volatils (Kazakevich Y. Lobruto R, 2007).  

    Les résultats de la séparation par HPLC, confirme la présence de plusieurs molécule dans 

notre extrait (un complexe de 6 molécules). Pour les trois chromatogrammes obtenus un pic 

majoritaire avec des pics minoritaires sont obtenus. L’activité peut-être due à la molécule 

majoritaire, à une minoritaire ou bien à un mélange de molécules. Dans ce cas on parle d’action 

synergique. 

    Les spectres UV-Visible des fractions F1, F2, F3, F4 ont été réalisé dans le but de mettre en 

évidence la présence des chromophores indépendants ou conjugués dans la structure chimique de 

ces fractions, autrement dit si ces molécules sont de structure polyénique ou non polyénique.   

    Après comparaison, nous observons que les 4 fractions ont un max d’absorbance compris 

entre 230 nm et 290 nm ce qui suggère la présence d’au moins un noyau aromatique ou de 

groupements conjugués.  Le spectre UV-visible de la fraction F3 révèle un pic d’absorption de 

279 nm ce qui suggère la présence de chromophores ou de système conjuguée tel que les 

aldéhydes (-CH=O). Le spectre d’absorbance UV-visible de la fraction F4 donnant un pic à 290 

nm suggère la présence d’un noyau aromatique probablement cyclique contenant 4 double 

liaisons : tétraénes.   

    Sachant qu’une fraction de l’extrait méthanolique de l’isolat E96 est coloré (donne une 

couleur jaune), la présence de dérivés benzoïques dans leur structure peut être rapproché à des 

composées telles que les benzoquinones.  En effet, ces  composés aromatiques fortement 

conjuguées absorbent la lumière UV entre 242 et 290 nm (Kalsi, 2004).   

Résultats et discussion  



156 

 

   La longueur d’onde d’absorption maximale (Ȝmax) augmente au fur et à mesure que le nombre 

de doubles liaisons augmente. Quand ce nombre devient plus grand que 5, l’accroissement de 

Ȝmax devient moins rapide. Plusieurs travaux ont montré que les molécules antibiotiques 

synthétisées par des Streptomyces possèdent un maximum d’absorption en UV à des longueurs 

d’onde situés entre 215 et 270 nm (Ilic et al., 2005 ; Saisivam et al., 2008 ; Atta, 2009).  
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Conclusion et perspective 

       Les séquences génomiques d'importantes espèces d'Actinomycète signalées à ce jour 

indiquent que jusqu'à 90% du potentiel chimique de ces organismes reste inconnu et que les 

mécanismes biosynthétiques codés par beaucoup de ces loci génétiques peuvent être activés dans 

des conditions de laboratoire (Wu et al., 2012). Les modèles prédictifs de Watve et al. (2001) 

ont suggéré que plus de 150 000 métabolites bioactifs des membres du genre Streptomyces seuls 

dans cet ordre sont toujours en attente d'être découvert (Baltz RH., 2005 ; Baltz RH. 2006). Les 

techniques moléculaires telles que la biosynthèse combinatoire peuvent conduire à la découverte 

de médicaments qui ne peuvent être trouvés naturellement et de composants biosynthétiques qui 

peuvent être échangés et modifiés pour produire des produits bioactifs à propriétés uniques ((Ait 

Barka E et al., 2016).  

        Le marché des enzymes industrielles est l'un des secteurs générant des revenus les plus 

rapides au monde. Seulement 20 enzymes sont actuellement utilisées au niveau industriel, ce qui 

indique la nécessité de poursuivre les recherches et le développement d'enzymes à faible coût et 

leur production. L'application d'enzymes dans diverses industries biotechnologiques indique une 

tendance positive qui doit être satisfaite de la découverte de nouvelles enzymes et métabolites. 

Étant donné que très peu d'enzymes ont été potentiellement utilisées au niveau industriel; il 

existe une vaste marge de manœuvre pour le développement d'enzymes robustes et peu 

coûteuses. Les actinomycètes sont un réservoir d'enzymes et de métabolites importants en raison 

de leur répertoire génétique polyvalent. Cependant, un bon nombre des genres rares 

d'actinomycètes n'ont été ni explorés ni manipulés pour leur potentiel biotechnologique et 

industriel. Des études sur des environnements écologiques uniques pourraient produire des 

molécules qui pourraient devenir des futurs précurseurs de la technologie verte (Prakash et al., 

2013).  

    Les résultats obtenus dans la présente étude et leur interprétation écologique et 

biotechnologique peuvent cependant constituer une source importante de nouvelles informations 

sur l'activité potentielle des enzymes des Streptomyces dans les lagunes et donc dans le processus 

de transformation de la matière organique dans ces écosystèmes ainsi que les modalités 

d’exploitation de ces processus.   

     Outre l'intérêt fondamental que suscite la compréhension du métabolisme des actinomycètes 

producteurs d'antibiotiques, les exigences de la concurrence industrielle et le besoin accru en 

antibiotiques, particulièrement en antifongiques, sont tels que le travail d'optimisation de la 

production utilisant plusieurs techniques n'est pas prêt de s'achever. De ce fait, et étant donné que 

les actinomycètes sont les plus prolifiques de tous les micro-organismes en tant que producteurs 

d’antibiotiques (Zitouni et al., 2005).  
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     L’objectif principal de notre travail a porté sur la recherche de molécule bioactives produites 

par des isolats d’actinomycètes ainsi que la mise en évidence de l’activité antifongique de ces 

isolats vis-à-vis des isolats cliniques et environnementaux de Cryptococcus.   

     Les principaux antifongiques disponibles pour la thérapie de la cryptococcose sont limités à 

l'amphotéricine B, à la 5-flurocytosine et au fluconazole. Cependant, les effets secondaires 

associés à l'amphotéricine B et à la flurocytosine limitent leur utilisation. Azoles, d'autre part, 

offrent une option plus sûre et plus efficace. Pourtant, une des préoccupations majeures de 

l'utilisation de l'azolé a été l'apparition éventuelle d'une résistance clinique (Gutch et al., 2015).  

Plusieurs points ont été abordés dans cette étude à savoir :  

       Tout d’abord, Les isolats d’actinomycètes récupérés de la souchethéque sous la direction du 

Pr. Gacemi Kirane D. et  isolées à partir du lac El Mellah d’El Kala. Ces isolats soumis à un 

ensemble de tests à savoir  morphologiques, physiologiques, biochimiques et moléculaire dans le 

but de leur identification. Les résultats obtenus ont montré que les isolats possèdent des 

propriétés métaboliques très intéressantes : 100% des isolats possèdent une gélatinase, 75% 

produisent l’amylase, 70% dégrade la caséine et 55% résistent au phénol. Cela suggère que ces 

isolats peuvent offrir des synthétiseurs prometteurs  de métabolites à intérêt industriel, 

commercial et médical.    

     L’étude réalisée sur les Cryptococcus en présence d’isolat clinique et environnemental en 

suivant un protocole bien établi : une identification morphologique, biochimique, moléculaire et 

un antifongigramme. Les résultats ont aboutis que les isolats cliniques appartiennent à l’espèce 

Cryptococcus neoformans et les isolats environnementaux appartiennent a deux espèces : 

Cryptococcus albidus et Cryptococcus diffluens. Aucune différence significative de susceptibilité 

aux antifongiques n'a été observée entre les isolats cliniques et environnementaux, ce qui suggère 

que la propension génétique à la résistance antifongique peut exister dans les populations 

environnementales. Nos résultats confirme des études  rapporté par plusieurs d’autre chercheurs 

(Franzot et Hamda, 1996 ; Pfaller et al., 1999 ; Springer et al., 2014).       

Parmi les actinomycètes isolés, 8 isolats ont présentés une activité vis-à-vis les isolats cliniques 

et environnementaux de Cryptococcus.  

    L’isolat E96 a été choisi comme isolat performant, l’optimisation des conditions de production 

de substance antifongique ont été organisé. Le choix du milieu s’est porté sur l’ISP2 dès le 1er 

jour et le n-hexane comme solvant de production. L’extraction a été réalisée.  
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    Une identification partielle de l’extrait brut a été réalisée en utilisant une chromatographie sur 

couche mince (CCM) et une chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC) et 

une étude de l’absorbance à l’UV visible.  

Enfin, nous estimons que ce travail mérite d’être poursuivi car plusieurs perspectives peuvent 

être envisagées :  

 Préciser l’identification des isolats d’actinomycètes par des tests chimio-taxonomiques et 

des analyses phylogénétiques basées sur d’autres marqueurs moléculaires. 

 Détermination du spectre d’action de la substance produite sur d’autres bactéries et en 

particulier sur des bactéries multi-résistantes. 

 Étude structurale et identification complète des molécules bioactives produites par le 

biais des techniques chromatographiques et spectrométriques notamment les spectres 

RMN et la spectrométrie de masse en tandem couplée à la chromatographie liquide (LC-

MS/MS).  

 Évaluation de la cytotoxicité des molécules purifiées et éventuellement sur des lignées 

cellulaires cancéreuses.  

 La réalisation d’un modèle d’infection par des cellules aérosolisées en utilisant les isolats 

cliniques et environnementaux de Cryptococcus et comparer la réponse in vivo vis-à-vis 

les antifongiques commercialisé et la substance bioactive.  
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Résumé  

      Ce travail est une approche pionnière mettant en évidence et analysant les actinomycètes 

producteurs de molécules bioactives isolées au niveau des eaux du lac El Mellah (Parc National 

El Kala) et mettant en évidence de l’activité antifongique de ces isolats vis-à-vis des isolats 

cliniques et environnementaux de Cryptococcus. La caractérisation a montré que les isolats 

possèdent des propriétés métaboliques très intéressantes, 100% des isolats possèdent une 

gélatinase, 75% produisent l’amylase, 70% dégrade la caséine et 55% résistent au phénol. Cela 

suggère que ces isolats peuvent offrir des synthétiseurs prometteurs  de métabolites à intérêt 

industriel, commercial et médical. Parmi les vingt isolats étudiés, huit ont donné une activité 

antifongique vis-à-vis d’isolats cliniques et environnementaux de Cryptococcus résistants aux 

antifongiques commercialisés. L’isolat E96 a été choisie comme isolat représentatif et 

l’extraction a été réalisée Après avoir choisir l’ISP2, le 1er jour et le n-hexane comme meilleur 

milieu, temps et solvant de production. L’identification partielle de l’extrait brut réalisée en 

utilisant les techniques chromatographiques (CCM, HPLC) a montré que notre extrait est 

composé d’un complexe de 6 molécules. L’application des techniques spectrophotométries a 

permis de détecter la  présence de dérivés benzénique dans leur structure chimique qui les 

rapproche aux antibiotiques de type aromatiques.  

Mots clés : Actinomycètes, molécules bioactives, Cryptococcus, environnement.    
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Abstract  

 

       This work is an approach pioneer highlighting and analyzing the producing actinomycètes of 
bioactive molecules isolated at the level of waters of the lake El Mellah (National park El Kala) 
and highlighting of the antifungal activity of these isolates towards the clinical and 
environmental Cryptococcus. The characterization showed that isolates possess very interesting 
metabolic properties, 100 % of isolates possess a gélatinase, 75 % produce the amylase, 70 % 
degrades the casein and 55 % resist the phenol. It suggests that these isolates can offer promising 
synthesizers of métabolites to industrial, commercial and medical interest. Among twenty 
studied origins, eight gave an antifungal activity towards clinical and environmental origins of 
resistant Cryptococcus to the marketed antifungals. The isolate E96 was chosen as representative 
origin and the extraction was realized having to choose the ISP2, the 1st day and the n-hexane as 
better environment, time and solvent of production. The partial identification of the raw extract 
realized by using techniques chromatographiques (CCM, HPLC) showed that our extract 
consists of a complex of 6 molecules. The application of techniques spectrophotométries allowed 
to detect the presence of by-products benzénique in their chemical structure which moves closer 
them to aromatic antibiotics of type. 

Keyword: Actinomyete, bioactive molecules, Cryptococcus, environnement.  
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 مΨϠص

 

΍άل هϤلع΍ ج هوϬن Ϊئ΍ήل΍ ί΍ήيل إبϠتحϭ ΕΎوميسϨلاكتي΍ Δل سلال΍ΔلϭعزϤ من ϩΎمي Γήبحي ΡلاϤل΍ ( ΔيقΪلح΍
ΔلΎلق΍ ΔيϨρلو΍ )ϭ ΠتϨϤل΍Δ لΕΎΌزيΠϠ ΔτشϨل΍ يطϠتسϭ Ύوء بيولوجيπل΍ ىϠع ρΎنش ΩΎπم ΕΎيήτفϠل  Δسلال Ϊض 

ΔيΌيΒل΍  ΍Ϊج ήيΜϤل΍ من .ΔيΩΎلعي΍ ϭήϬυلتوصيف أ΍ ϥأ   ΕΎوميسϨلاكتي΍ئصΎخص Δستقلابي΍ . Cryptococcus 

100  ٪ίΎϨتج جيلاتيϨتج٪ 75 ، تϨيز تϠلأمي΍ ، 70 ٪ين منίΎϜل΍ لϠتحϤل΍ ϭ 55 ٪من ϝوϨلفي΍ ϡϭΎقϤل΍ .΍άه 
ήإلى يشي ϥأ ϩάه ΕΎوميسϨلاكتي΍ ϡΪتق Δتوليف ΓΪع΍ϭ من ΕΎΒϠستقϤل΍ Ε΍Ϋ ΔيϤلأه΍ ΔعيΎϨلص΍ ΔيέΎΠلت΍ϭ ΔيΒτل΍ϭ 

 ΍لسلالΔ أن΍ ΎϬختيέΎ تم .΍ϭلΒيΌي΍ ΔلعيΩΎي΍ ΔلسلالاΕ ضΪ مΩΎπ نشρΎ ثΎϤنيΔ أعτت ، ΍έΩسΔ سلالΔ 20 بين من
. للإنتϭ ΝΎمάيب  ΍ E96لتΜϤيϠي΍ 1 ISP2 ϭ Δليوϭ n-hexane ϭ  ϭϡسط كأفπل  ϭϭقت 

 خلاصΎϨ أϥ تقϨيΕΎ بΎست΍ ϡ΍ΪΨلϡΎΨ لϤϠستϠΨص ΍لΠزئي ΍لتحϠيل أ΍ (TLC ، HPLC) ήϬυلϭήϜمΎتوغ΍ήفي
ϥوϜكب من يتήم ϥوϜ6 من م ΕΎΌجزي .Ϊقϭ كتشف΍ يقΒτت ΕΎيϨيف تقτل΍ وئيπل΍ Ωجوϭ ΕΎزين مشتقϨΒل΍ في 

ΎϬΒكيήئي تΎيϤيϜل΍ ΎϤم ΎϬϠعΠي Ώήإلى أق Ε΍ΩΎπϤل΍ Δلحيوي΍ Δيήτلع΍.   

. ΍ΕΎΌزيΠل ΔτشϨل΍ Ύبيولوجي.ΔΌيΒل΍ . Cryptococcus  ΕΎϤϠϜل΍ Δئيسيήل΍         .ΕΎوميسϨلاكتي΍ Δسلال  
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Annexe :  

 Tableau n°31 : résultats test d’activité des isolats par la technique cylindre d’agar sur 
C.neoformans (clinique) 

               milieu 
isolat 

ISP1 
(mm) 

ISP2 
(mm) 

GYEA 
(mm) 

BENNET  
(mm) 

E6 - 16 18 - 
E14 - 11 10 12 
E65 13 21 24 23 
E75g 16 22 18 20 
E87p 15 26 24 17 
E96 16 20 22 20 
E165 17 15 17 19 
E182 14 17 21 13 

 
Tableau n°32 : résultats test d’activité des isolats par la technique cylindre d’agar sur C.diffluens 

(environnemental). 

               milieu 
isolat 

ISP1 
(mm) 

ISP2 
(mm) 

GYEA 
(mm) 

BENNET  
(mm) 

E6 - 18 16 - 
E14 - 11 11 12 
E65 19 27 26 24 
E75g 20 24 20 23 
E87p 21 25 24 17 
E96 24 20 25 27 
E165 19 19 20 22 
E182 17 19 21 19 

 

Tableau n°33 : résultats test d’activité des isolats par la technique cylindre d’agar sur C.albidus 

(environnemental). 

               milieu 
isolat 

ISP1 
(mm) 

ISP2 
(mm) 

GYEA 
(mm) 

BENNET  
(mm) 

E6 - 16 14 - 
E14 - 11 11 11 

E65 17 25 25 22 
E75g 13 23 19 20 
E87p 15 25 23 20 

E96 20 20 22 21 
E165 19 19 20 20 

E182 17 19 20 19 
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Tableau n°34 : résultats test d’activité des isolats par la technique de double couche sur 

C.neoformans (clinique). 

               milieu 
isolat 

ISP1 
(mm) 

ISP2 
(mm) 

GYEA 
(mm) 

BENNET  
(mm) 

E6 70 40 37 38 
E14 - 19 21 30 
E65  20 36 34 40 

E75g 30 45 45 40 
E87p 55 90 63 50 

E96 50 90 63 49 
E165 39 53 33 47 
E182 31 37 30 39 

 

Tableau n°35 : résultats test d’activité des isolats par la technique de double couche sur 

C.diffluens (environnemental).  

               milieu 
isolat 

ISP1 
(mm) 

ISP2 
(mm) 

GYEA 
(mm) 

BENNET  
(mm) 

E6 66 39 35 36 

E14 - 15 18 29 
E65  18 30 29 39 
E75g 29 42 44 39 

E87p 53 85 60 47 
E96 50 85 60 45 

E165 37 50 31 45 
E182 31 37 30 39 

 

Tableau n°36 : résultats test d’activité des isolats par la technique de double couche sur 

C.albidus (environnemental). 

               milieu 
isolat 

ISP1 
(mm) 

ISP2 
(mm) 

GYEA 
(mm) 

BENNET  
(mm) 

E6 65 37 35 35 
E14 - 16 17 28 

E65  17 32 28 37 
E75g 27 40 43 40 

E87p 52 83 61 45 
E96 50 85 62 46 
E165 38 51 30 44 

E182 30 35 29 38 
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Tableau n°37 : composition de la galerie 50 CH 

Bande Tube Test Composants actifs 
0 

- 
9 

0 Témoin - 
1 GLY glycérol 
2 ERY Erythritol 
3 DARA D-arabinose 
4 LARA L-arabinose 
5 RIB D-ribose 
6 DXYL D-xylose 
7 LXYL L-xylose 
8 ADO D-adonitol 
9 MDX Méthyl-ßD-xylopyranoside 

10
 -

 1
9 

10 GAL D-galactose 
11 GLU D-glucose 
12 FRU D-fructose 
13 MNE D-mannose 
14 SBE L-sorbitol 
15 RHA L-rhamnose 
16 DUL Dulcitol 
17 INO Inositol 
18 MAN D-mannose  
19 SOR D-sorbitol 

20
 -

 2
9 

20 MDM Methyl-αD-mannopyranoside 
21 MDG Methyl-αD-glucopyranoside 
22 NAG N-acétylglucosamine 
23 AMY Amygdaline 
24 ARB Arbutine 
25 ESC Esculine citrate de fer 
26 SAL Salicine 
27 CEL D-cellobiose 
28 MAL D-maltose 
29 LAC D-lactose 

30
 –

 3
9 

 

30 MEL D-melibiose 
31 SAC D-saccharose 
32 TRE D-trehalose 
33 INU Inuline 
34 MLZ D-mélézitose 
35 RAF D-raffinose 
36 AMD Amidon 
37 GLYG Glycogéne 
38 XLT Xylitol 
39 GEN Gentiobiose 

40
 –

 4
9 

 

40 TUR D-turanose 
41 LYX D-lyxose 
42 TAG D-tagatose 
43 DFUC D-fucose 
44 LFUC L-fucose 
45 DARL D-arabitol 
46 LARL L-arabitol 
47 GNT Potassium gluconate 
48 2KG Potassium 2-cétogluconate 
49 5KG Potassium 5-cétogluconate  
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Tableau n°38 : composition de la galerie 20 NE 

Test Composants actifs 

NO3 potassium nitrate 

TRP L-tryptophane 

GLU D-glucose 

ADH L-arginine 

URE urée 

ESC esculine citrate de fer 

GEL gélatine  

PNPG 4-nitrophényl-ßD-galactopyranoside 

GLU D-glucose 

ARA L-arabinose 

MNE D-mannose 

MAN D-mannitol 

NAG N-acétyl-glucosamine 

MAL D-maltose 

GNT potassium gluconate 

CAP acide caprique 

ADI acide adipique  

MLT acide malique  

CIT trisodium citrate 

PAC acide phénylacétique  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



187 

 

Tableau n°39 : composition de la galerie ID32C 

Test  Composants actifs 

GAL D-galactose  

ACT cycloheximide (actidione)  

SAC D-saccharose  

NAG N-acetyl-glucosamine 

LAT acide lactique 

ARA L-arabinose  

CEL D-cellibiose  

RAF D-raffinose 

MAL D-maltose 

TRE D-trehalose 

2KG Potassium 2-cétogluconate 

MDG Methyl-αD-glucopyranoside  

MAN D-mannose 

LAC D-lactose  

INO inositol 

SOR D-sorbitol 

XYL D-xylose 

RIB D-ribose 

GLY glycérol 

RHA L-rhamnose 

PLE palatinose 

ERY erythritol 

MEL D-mellibiose 

GRT sodium glucuronate  

MLZ D-mélézitose 

GNT potassium gluconate 

LVT acide lévulinique  

GLU D-glucose 

SBE L-sorbose 

GLN glucosamine 

ESC esculine citrate de fer 
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Tableau n°40 : liste des antibiotiques utilisés  

Antibiotique Abrevi-ation 

Ampicilline  AMP 

Amoxicilline AMC 

Imipénème  IPM 

Céfazoline  CZ 

Cefalexine  CN 

Cefotaxime  CTX 

Cefixime  CFM 

Kanamycine  K 

Tobramycine  TM 

Clindamycine  CL 

Érythromycine  E 

Spiramycine  SP 

Pristinamycine  PR 

Doxycycline  D 

Pefloxacine  PEF 

Acide Nalidixique  NA 

Acide Pipémidique  PI 

Nitroxoline  NTX 
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« C'est dans l'effort que l'on trouve la 

satisfaction et non dans la réussite. Un plein 

effort est une pleine victoire » 

                     

                                    MOHANDAS KARAMCHAND GANDHI (1869-1948)  
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