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RésuméRésuméRésuméRésumé    

    
 

La résistance bactérienne aux antibiotiques et l’émergence de nouvelles maladies 
infectieuses justifient l’urgence de disposer de nouvelles molécules antimicrobiennes.  Les 
peptides antimicrobiens sont des molécules clés dans la défense des organismes vivants face 
aux agressions extérieures et aux compétiteurs.  

L’objectif de ce travail s’inscrit dans le cadre de la recherche et le criblage des 
actinomycètes et des bactéries lactiques capables de synthétiser des substances 
antimicrobiennes. 

Pour cela, cent huit souches d’actinomycètes ont été isolées à partir d’échantillons de sol 
prélevés de différents sites de Tlemcen et Laghouat (forêts, oueds, oasis, montagnes                       
et barrage). L’identification moléculaire basée sur le séquençage du gène codant l’ARNr 16S 
des quarante-sept souches les plus actives de différentes origines, a permis de les rattacher au 
genre Streptomyces, souches réputées être  la source la plus importante d’antibiotiques. 

Aussi dans le cadre de l’exploitation de la diversité microbienne de préparations laitières 
traditionnelles algériennes (Jben, Zebda, Dhan et klila), un total de 8 échantillons provenant 
de différentes fermes et régions ont fait l’objet d’une analyse microbiologique pour 
déterminer leur diversité en bactéries lactiques. Par des méthodes biochimiques (API50 CHL) 
et moléculaires (ARNr 16S), on a pu identifier 20 souches qui appartient aux genres 
Enterococcus (65%), Leuconostoc (21%), Lactobacillus (2 souches), Lactococcus (1 souche) 
et Weissella (1 souche). 

Après un criblage initial, le test d’activité antimicrobienne a été effectué sur des souches 
d’actinomycètes et de bactéries lactiques contre des bactéries à coloration de Gram positive 
(Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus cereus et Listeria monocytogenes), des 
bactéries à coloration de Gram négative (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) et une 
levure (Candida albicans) par des méthodes de diffusion sur un agar. 

Les souches  actives ont montré  une forte activité inhibitrice vis-à-vis des 
microorganismes pathogènes  et les diamètres des zones d’inhibition  varient entre 06 et 29 
mm pour les actinomycètes et entre 03 et 37 mm pour les bactéries lactiques. 

La rechercher par PCR des systèmes génétiques de biosynthèse des peptides lasso par des 
Streptomyces sp. n’a pas donné d’amplification d’ADN. Ainsi que des essais d’extraction de 
bactériocines produites par des bactéries lactiques n’ont pas abouti à l’isolement de peptides 
antimicrobiens.  

Les bactéries (actinomycètes et bactéries lactiques) sont une source prodigieuse de 
molécules antimicrobiennes d’une grande diversité. Les écosystèmes Algériens abritent une 
variété intéressante de microorganismes qui peuvent avoir des activités biologiques. 

 
Mots clés : Sol, Produis laitiers traditionnels, Actinomycètes, Bactéries lactiques, Activité 
antimicrobienne, Peptides antimicrobiens. 
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AbstractAbstractAbstractAbstract    
 
 

Bacterial resistance to antibiotics and the emergence of new infectious diseases justifies the 
urgent need for new antimicrobial molecules. Antimicrobial peptides are key molecules in the 
defense against external aggression living and competing organisms. 

The objective of this work is part of research and screening of actinomycetes and lactic 
acid bacteria who can synthesize antimicrobial substances. 

For this, one hundred and eight strains of actinomycetes were isolated from soil samples 
collected from different sites in Laghouat and Tlemcen (forests, wadis, oases, mountains and 
dam). Molecular identification based on sequencing of the 16S rRNA gene of the forty-seven 
most active strains of different origins, allowed to attach to the genus Streptomyces, deemed 
to be the most important source of antibiotic strains.  

Also in connection with the exploitation of the microbial diversity of traditional Algerian 
dairy preparations (Jben, Zebda, Dhan and Klila), a total of 8 samples from different farms 
and regions were subjected to microbiological analysis to determine diversity in lactic acid 
bacteria. By biochemical methods (API50 CHL) and molecular (16S rRNA) was able to 
identify 20 strains belonging to the genera Enterococcus (65%), Leuconostoc (21%), 
Lactobacillus (2 strains), Lactococcus (1 strain) and Weissella (1 strain). 

After initial screening, the antimicrobial activity test was carried out on strains of lactic 
acid bacteria and actinomycetes against bacteria staining Gram positive (Staphylococcus 
aureus, Micrococcus luteus, Bacillus cereus and Listeria monocytogenes), bacteria staining 
Gram negative (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) and yeast (Candida albicans) by 
methods of agar diffusion. 

The active strains showed a strong inhibitory activity vis-à-vis pathogenic microorganisms 
and the diameters of the zones of inhibition ranged from 6 to 29 mm for the actinomycetes 
and between 3 and 37 for the lactic bacteria. 

The search by polymerase chain reaction of genetic systems lasso peptides biosynthesis by 
Streptomyces sp. gave no amplification of DNA. As the extraction of bacteriocins produced 
by lactic acid bacteria have failed tests in isolation of antimicrobial peptides. 

The bacteria (actinomycetes and lactic bacteria) are prodigious source of antimicrobial 
molecules of great diversity. Algerians ecosystems contain an interesting variety of 
microorganisms that may have biological activities. 
 
Key words: Soil, Traditional dairy produce, Actinomycetes, Lactic acid bacteria, 
Antimicrobial activity, Lasso peptides. 
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De nombreux antibiotiques ont été isolés dans une variété de microorganismes et ont été 

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

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

de nouveaux antibiotiques efficaces contre les mycètes et les bactéries pathogènes. 

A l’heure actuelle, les problèmes de la résistance aux antibiotiques et la sensibilité des 

patients associe à l’incapacité de contrôler certaines maladies infectieuses ont conduit à la  

recherche continue de nouveaux antibiotiques, à fin de  combattre les organismes résistants 

parfois à plusieurs antibiotiques. Pour atteindre cet objectif, de nombreuses recherches se sont 

orientées vers le criblage de nouvelles souches productrices d’antibiotiques.  

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

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

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

microbienne (Okami et Hotta, 1988), avec des possibilités intéressantes génétiquement pour 

la production de 10 à 20 métabolites pour chaque souche (Islam et al., 2009). 

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

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

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

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

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

et Sanglier, 1989). 

Dans le même ordre d’idée un autre groupe de bactéries s’avère intéressant;  les bactéries 

lactiques présentent un grand intérêt dans l’industrie. Elles sont largement utilisées dans 

l’élaboration de produits alimentaires par des procédés de fermentations lactiques. Elles 

assurent non seulement des caractéristiques particulières d’arômes et de texture mais aussi 

une bonne sécurité alimentaire liée principalement à la production d’acides organiques (acide 

lactique et acide acétique), qui font baisser le pH dans le milieu, et par la synthèse de 

bactériocines qui renforcent cette conservation. 

La plupart des produits obtenus par fermentation du lait résultent de procédés  

traditionnels, dont l’objectif essentiel est la conservation ou la valorisation de la matière 

première. En Algérie, le lait cru (chèvre, brebis ou vache) est transformé par des méthodes 

traditionnelles en fromage (Jben), en beurre cru (Zebda ou Dhan) ou en caséine desséchée ou 

fraiche (Klila) et autres produits laitiers. Ces  produits se conservent bien  même après une 

longue période  à température ambiante.  



                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        Introduction généraleIntroduction généraleIntroduction généraleIntroduction générale 

 3 

Actuellement les peptides antimicrobiens, qui font partie du système immunitaire inné, 

sont des molécules clés dans la défense des organismes vivants face aux agressions 

extérieures et aux compétitions. Face au problème croissant de résistance des 

microorganismes aux antibiotiques conventionnels, ces peptides représentent un  bon  modèle 

pour développer de nouveaux agents antimicrobiens à action ciblée et leur utilisation en 

conservation alimentaire. Les bactéries sont une source prodigieuse de peptides 

antimicrobiens d’une grande diversité. Ils sont issus soit de la voie non ribosomique via 

l’action d’enzymes multifonctionnelles de haut poids moléculaire, les peptide-synthétases, 

soit de la voie ribosomique, avec généralement production de pré-peptide clivé par une 

protéase puis éventuellement sujet à des modifications post-traductionnelles pour générer le 

peptide actif.  

Le terme bactériocine regroupe en principe tous les peptides antimicrobiens d’origine 

bactérienne issus de la voie ribosomique. Dans la pratique, les bactériocines désignent les 

peptides antimicrobiens produits par les bactéries à Gram-positif, et plus particulièrement les 

bactéries lactiques. Chez les bactéries à Gram-négatif, on définit les colicines (protéines 

thermolabiles) et les microcines (peptides de masse moléculaire inférieure à 10 kDa). Le 

laboratoire de «Molécules de Défense et de Communication dans les Ecosystèmes 

Microbiens» de l’unité de « Chimie et Biochimie des Substances Naturelles» du Muséum 

National d’Histoire Naturelle (UMR 5154 CNRS) sous la direction du professeur S. Rebuffat, 

investie depuis une dizaine d’année dans la caractérisation structurale et fonctionnelle des 

peptides antimicrobiens (microcines et bactériocines) (Duquesne, 2007).  

Les régions arides d’Algérie abritent des écosystèmes originaux permettant d’isoler une 

variété intéressante de microorganismes. Parmi ceux-ci, figurent les oueds, courts d’eau des 

régions semi-désertiques, la sabkha, marécage salin des régions arides, ou encore le désert. De 

plus, les préparations laitières traditionnelles sont des sources de bactéries lactiques 

potentiellement productrices de bactériocines.  

Cette contribution  s’organise au tour de trois parties. 

La première partie fait état des connaissances existantes sur le monde de l’infiniment petit 

de certaines groupes de microorganismes et de leurs capacités à produire des substances 

biologiquement actives. Vous y trouverez dans un premier temps les informations générales 

liées aux actinomycètes et aux bactéries lactiques, à leurs propriétés biologiques ainsi que sur 

les peptides antimicrobiens chez les êtres vivants.   
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La deuxième partie de ce mémoire expose l’ensemble des méthodes mises en œuvre au 

cours de ces travaux de thèse comprenant les techniques microbiologiques, les techniques de 

biologie moléculaire, les techniques de la mise en évidence de l’activité antimicrobienne des 

souches isolées et les techniques des essais de l’identification des molécules bioactives. 

La troisième partie retrace et discute les résultats obtenus au cours de cette étude. Dans la 

première sous-partie, nous avons investi dans la valorisation des actinomycètes isolés à partir 

des écosystèmes terrestres originaux selon leur profil d’activité antimicrobienne à fin de voir 

leur capacité à produire de substances bioactives à structure peptidique. La deuxième sous-

partie est consacrée à isoler, purifier et identifier des souches de bactéries lactiques à partir 

des produits laitiers traditionnels à base de lait (Zebda, Dhan, Jben et Klila), et de tester leur 

pouvoir antimicrobien dans le but de sélectionner des souches inhibitrices possédant un 

pouvoir inhibiteur contre les germes pathogènes afin de préserver la santé et l’hygiène 

publique.   
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Chapitre I.  

 

Les actinomycètes  

 

 

 

 

 

I. Introduction 

 

Les actinomycètes appartiennent à la classe des Actinobacteria, bactéries à Gram positif 

de haut coefficient de Chargaff (%GC) : généralement compris entre 60 et 75 %. Le phylum 

des Actinobacteria est grand et complexe (Stackebrandt, 1997; Ventura, 2007 ; Zhi, 2009). 

Il regroupe 5 ordres, 13 sous-ordres, 48 familles, et plus de 200 genres bactériens (Figure 1). 

 

Le terme actinomycète a été historiquement introduit pour définir des bactéries 

filamenteuses et ramifiées (Waksman et Henrici, 1943; Kutzner, 1981 ; Larpent et 

Sanglier, 1989; Holt et al., 1994), qui dans la classification actuelle des Actinobacteria 

appartiennent à l’ordre des actinomycétales. Les actinomycètes forment des colonies 

circulaires constituées d’hyphes (Eunice et Prosser, 1983), c’est-à-dire de 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 qui provient de deux substantifs grecs «aktino» et «mycetes» et signifie « 

champignons à rayons» ou « champignons rayonnant».   
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Familles Sous-ordres Ordres

 
Figure 1 : Classification phylogénétique des Actinobacteria, basée sur les séquences du gène 
codant d’ARNr 16S (Zhi, 2009). 

 

Les actinomycètes ont souvent été confondus avec des champignons du fait de leur 

morphologie fongoïde (présence de filament ramifiés, sporulation) (Reponen et al., 1998), 

ainsi que de l’allure mycosique des maladies que certains provoquent (Gazenko et al., 1998). 

Toutefois, leurs propriétés chimiques, physiologiques, immunologiques les rangent sans 

ambigüité parmi les procaryotes (Becker et al., 1965; Lechevalier et Lechevalier, 1981). 

Ainsi, leur paroi cellulaire ne renferme ni chitine ni cellulose mais du peptidoglycane, et leur 

cytologie est celle des bactéries. Ces caractères s’ajoutent à d’autres comme la sensibilité à 

des actinophages et à des antibactériens, qui confirment le bien-fondé de la classification des 

actinomycètes parmi les bactéries (Larpent, 1989 ; Mariat et Sebald, 1990). Leur analyse 
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génomique a par la suite confirmé cette classification (Stackebrandt, 1997). Ainsi, les 

similarités morphologiques des actinomycètes et des champignons apparaissent plutôt liées au 

fait que ces microorganismes colonisent des écosystèmes voisins (en particulier le sol), et ont 

donc développé au cours de l’évolution des modes de reproduction, de dissémination et de 

croissance voisins. 

 

II.  Historique  

 

L’histoire des actinomycètes peut être divisée en 5 grandes périodes. La première 

périodequi va de 1877 à 1890 environ, a été nommée « période médicale » du fait que l’intérêt 

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

leur attribuait (Baldacci, 1962). La seconde période (1900-1940) (Mariat et Sebald, 1990) se 

rapporte à la mise en évidence et à l’étude des actinomycètes du sol, avec les travaux de 

Rossi-Doria (1890-91), Gasparini (1891-94), Krainsky  (1914), Waksman (1919), Lieske 

(1921), Orskov (1925), Jensen (1931-33) et Krassinikov (1938). Elle couvre la découverte 

des conditions saprophytiques d’habitat des actinomycètes et les premières tentatives pour 

distinguer deux groupes : les pathogènes et les saprophytes. 

L’époque suivante est celle de la découverte des antibiotiques produits par les 

actinomycètes. Elle commence en 1940 et le nom de Waksman lui est indiscutablement lié 

avec la découverte, en 1944, de la streptomycine produite par Streptomyces griseus (Le 

minor, 1989 ; Sanglier et Trujillo, 1997). Cette période a résulté en un accroissement 

brusque du nombre d’espèces décrites (Baldacci, 1962).Ainsi, la période suivante (1940-

1970) peut être définie comme une période de développement de critères morphologiques et 

biochimiques pour la classification des actinomycètes, en parallèle avec la meilleure 

compréhension de la physiologie de ces bactéries de leur intérêt pour la production de 

métabolites secondaires et leur potentialité de biodégradation de composés organiques. Enfin, 

depuis les années 1960, l’essor des méthodes de génétique, initiées par Hopwood (Chater, 

1999 ; Hopwood, 1973) puis de génomique (Hopwood, 2003) a révolutionné la classification 

des espèces (Ventura, 2007) puis les méthodes de découverte de métabolites secondaires 

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

 

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

al., 1997). Toutefois, le diamètre des hyphes, habituellement de 0,5 à 1 µm (Eunice, 1983), 

est deux à dix fois plus petit que celui des champignons (de 2 à 5 µm) (Gottlieb, 1973). Le 

mycélium des actinomycètes présente une grande diversité de morphologies. On rencontre (i) 

des espèces dont le mycélium est rudimentaire au point d'être inexistant (la plupart des 

Mycobacterium), (ii) d'autres au mycélium fugace, qui se fragmente (certaines Nocardia), et 

enfin (iii) des espèces au mycélium développé et persistant comme dans le genre 

Streptomyces. Les mycéliums fragmentaire et permanent sont illustrés sur la figure 2. 

Nocardia Streptomyces

A B

 
Figure 2 : Clichés de microscopie électronique à balayage illustrant les types fragmentaire et 
permanent du mycélium des actinomycètes. (A) Bactéries du genre Nocardia qui se 
fragmentent, (B) Bactéries du genre Streptomyces en sporulation. Barre d’échelle : 1 µm. 

 

 

Le mycélium permanent peut être organisé en mycélium végétatif (appelé aussi 

mycélium de substrat ou mycélium de base) et/ou en mycélium aérien. On distingue trois cas : 

- Soit seul le mycélium végétatif est formé (exemple : Frankia, 

Dactylosporangium). La croissance a lieu soit au sein, soit à la surface du milieu. Le 

mycélium est coénocytique : il renferme un cytoplasme commun multi-nucléoïde, et 

est donc dépourvu de septum. 

- Soit il y a formation de mycélium végétatif puis de mycélium aérien maturé en 

conidies (exemple : Streptomyces). Le mycélium aérien croit à la surface du mycélium 

végétatif et utilise ce dernier comme substrat. 
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- Soit, seul le mycélium aérien est formé, ce qui n’est rencontré que pour le 

genre Sporichthya, dont les hyphes du mycélium aérien sont attachées au substratum 

par des crampons (Djaballah , 2010). 

 

La plupart des actinomycètes sont immobiles. Cependant, certains produisent des spores 

flagellées, appelées zoospores, permettant leur dispersion dans les habitats aquatiques. Les 

spores d’actinomycètes présentent une grande variété d’arrangements. Les spores peuvent être 

produites isolément (Micromonospora), deux à deux longitudinalement (Microbispora), en 

courtes chaînettes (Actinomadura), en longues chaînettes (Streptomyces). Les chaînettes de 

spores peuvent être ramifiées ou non, droites, flexibles ou en spirales. Elles peuvent être 

rayonnantes autour d’hyphes sporophores. On rencontre également une importante diversité 

au niveau de la surface des spores : lisse, ridée, avec piquants ou d’aspect velu (Figure 3). 

Chez certains genres, les spores sont contenues dans un sporange : compartiment qui se 

développe à l’extrémité d’un hyphe spécial appelé sporangiophore (Figure 4). Les sporanges 

contiennent quelques à plusieurs milliers de spores, formant des chaînes enroulées ou 

parallèles.  

Lisse
« smooth »

Ridé
« warty » 

Avec piquants
« spiny » 

Velu
« hairy »

 

Figure 3 : Clichés de microscopie électronique illustrant la diversité des types de surface de 
spores chez le genre Streptomyces (Lyons et Pridham, 1971; Dietz et Mathews, 1971). 
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sporangiophore

sporange

hyphe

Micromonospora olivasterospora

Streptosporangium
nondiastaticum

Dactylosporangium sp.

 

Figure 4 : Représentation schématique et clichés de microscopie électronique à balayage 
montrant différents sporanges d’actinomycètes. 

 

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

Elles résultent de l’accumulation des hyphes ramifiés et non pas de cellules comme c’est le 

cas chez les bactéries non filamenteuses. Le diamètre des colonies est variable de 1 à 10 mm. 

L’aspect des colonies peut être compact, sec, lisse, rugueux à contours lisse ou échancrés. Les 

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

2004). En culture liquide sans agitation, les hyphes formés après la germination des spores 

montent en surface pour croître en contact de l’air (Keulen et al., 2003). Cependant, en milieu 

liquide avec agitation, il n’y a pas de formation du mycélium aérien ni de spores. Les 

Streptomyces forment d’abord des filaments libres, qui se ramifient et s’entremèlent pour 

former des agrégats (Figure 5). Ces derniers, généralement sphériques sont composés d'une 

masse dense d’hyphes enroulés. Les cellules du centre étant privées de nutriment, les agrégats 

grossissent seulement par la formation de cellules à la surface de la sphère (Reichl et al., 

1992; Tamura et al., 1997). 
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Figure 5: Morphologies rencontrées au cours de cultures liquides (Amanullah et al., 2000). 
 

Enfin, il existe d’autres structures morphologiques plus atypiques. Certains 

actinomycètes forment des structures particulières qui ne correspondent ni au mycélium ni 

aux spores et dont la fonction n’est pas toujours définie. 

Ainsi les sclérotes trouvés chez Chainia sont constitués par une masse d’hyphes 

cloisonnés dont les vacuoles sont chargées de triglycérides et d’acides gras ramifiés. 

Les Synnemata, appelés également corémies sont des assemblages compacts d’hyphes 

dressés, parfois fusionnés et portant des conidies apicales ou latérales. Cette structure est 

caractéristique du genre Actinosynnema. 

Des vésicules appelés sporanges, contenant des spores. Ils peuvent être rencontrés sur le 

mycélium aérien bien développé ou sur la surface de colonies dépourvues ou ayant un mycélium 

aérien peu développé. Ils sont présents chez les Frankia et les Dactylosporangium (Theilleux, 

1993). 

Les conidies sont des spores asexuées qui peuvent avoir plusieurs organisations : 

-une seule conidie tel que le genre Micromonospora ; 

-une paire de conidies chez le genre Microbispora ; 

-chaînes courtes de conidies formées d’un nombre inférieur ou égale à 20 spores par chaîne ; 

-longues chaînes de conidies formées d’un nombre plus de 20 spores par chaîne ; 

-conidies rassemblées dans des synnemata (spores mobiles et qui peuvent être libérées). 

 

 

 

 

 

 

Mycélium libre              Enchevêtrements            Pelote 
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IV.  Ecologie et distribution dans la nature  

 

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

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

1959; Williams et al., 1984). Dans le sol, de nombreuses actinomycetes sont saprophytes et 

participent à la dégradation de la matière organique et à la formation de l’humus, tout comme 

les champignons. Les actinomycètes du sol sont surtout présents en surface, entre 0 et 2 m de 

profondeur. Ils produisent des substances spécifiques telles que la géosmine et le 2-méthyl 

isobornéol qui sont responsable de l’odeur caractéristique des sols (Omura, 1992; Zaitlin et 

al., 2003; Zaitlin et Watson, 2006). Leurs proportions par rapport aux autres 

microorganismes oscillent entre 10 et 50 %. Les genres Streptomyces, Nocardia et 

Micromonospora sont les plus fréquents, le genre Streptomyces couvre à lui seul 95 % des 

5000 souches d’actinomycètes isolées à partir de 16 types de sols (Tableau 1) (Lechevalier et 

Lechevalier, 1967). Le nombre de ces microorganismes atteint est de l’ordre de 106 germes 

par gramme de sol séché, d’après (Goodfellow et Williams, 1983). D’après (Waksman, 

1967), le rapport microorganisme totaux / actinomycètes, diminue au fur et à mesure que la 

profondeur augmente. Selon ce même auteur, la couche superficielle contient au moins 80% 

de bactéries atinomycétales par rapport au nombre total des microorganismes, tandis que la 

couche située à une profondeur de 80 cm n’en contient plus que 16 à 40% (Ouhdouch, 1989). 

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

abondants que les autres bactéries. 

 

Tableau 1 : Fréquence des divers genres d’actinomycètes dans le sol d’après l’étude de 5000 
échantillons issus de 16 sols différents (Lechevalier et Lechevalier, 1967). 

Genre Pourcentage 

Streptomyces 
Nocardia 
Micromonospora 
Thermomonospora 
Actinoplanes 
Microbispora 
Mycobacterium 
Streptosporangium 
Actinomadura 
Micropolyspora 
Pseudonocardia 
Microellobosporia 

95,34 
1,98 
1,4 
0,22 
0,20 
0,18 
0,14 
0,10 
0,10 
0,10 
0,06 
0.04 
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L’essor des techniques moléculaires, principalement basées sur l’analyse des séquences 

d’ADNr 16S, a permis la mise en évidence d'une grande diversité phylogénétique dans 

l’écosystème. Toutefois, cette image de la diversité ne reflète pas la diversité des phénotypes. 

En effet, ces séquences ne permettent pas toujours d’inférer un fonctionnement métabolique et 

donc un rôle écologique aux microorganismes détectés en particulier lorsqu’ils appartiennent 

à des lignées qui ne sont représentées par aucun membre cultivé. Les techniques de culture 

classiques, impliquant une sélection des microorganismes cultivés, fournissent une image 

restreinte de la diversité microbienne d’un écosystème (Kitouni, 2007). Cependant, certaines 

études décrivent l’isolement de microorganismes nouveaux à partir d'échantillons 

environnementaux dont l’inventaire moléculaire n'en avait pas permis la détection (Alain et 

al.,  2004 ; Gonzalez-Toril et al., 2003). Il apparaît alors clairement qu’aucune des deux 

approches, culturale ou moléculaire, ne permettra seule d’élucider les questions d'écologie 

microbienne, concernant par exemple la biodiversité, le fonctionnement et la dynamique des 

communautés microbiennes (Leadbetter, 2003). 

Les actinomycètes ont été également isolés à partir de nombreux environnements 

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

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

Boughachiche et al., 2005).  

 

Généralement, les actinomycètes préfèrent un pH neutre ou peu alcalin et sont 

mésophiles. Toutefois, différents actinomycètes ont été isolés à partir d’écosystèmes 

présentant des conditions de température, de pression, de teneur en sel et/ou de pH hostiles : 

sols polaires gelés en permanence, sols désertiques chauds et secs, pétrole brut, sols 

hautement contaminés par des métaux lourds, lacs extrêmement alcalins et lacs salés 

(Goodfellow et Williams, 1983). Les actinomycètes thermophiles tolèrent des températures 

allant jusqu’à 60°C (Omura, 1992, Ensign et al., 1993). Le genre Streptomyces a montré une 

capacité à s’adapter à différentes conditions hostiles, sous la forme de spores résistant à ces 

conditions : le froid (psychrophilie), des teneurs en sels élevées (halophilie) ou des pressions 

élevées (barotolérance) (Zaitlin et al., 2003). Certaines genres d’actinomycètes semblent 

préférer certains habitats par rapport à d’autres (Tableau 2), comme Thermoactinomyces qui 

se trouve fréquemment dans les composts (Song et al., 2001), alors que le genre Streptomyces 

est très ubiquitaire (Lacey, 1997).  
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Les actinomycètes sont responsables d’un certain nombre de maladies de l’homme et de 

l’animal (Pirouz et al., 1999). Parmi les actinomycètes aérobies pathogènes, le genre 

Nocardia revêt une importance médicale particulière, de même que certains genres 

apparentés, tels que Corynebacterium, Dietzia, Gordonia, Mycobacterium, Rhodococcus, 

Tsukamurella, etc. (Georghiou et Blacklock, 1992 ; Garrity et al. 2004 ; van de Sande, 

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

d’atteinte cutanée et sous-cutanée, et peut être dû à diverses espèces d’actinomycètes 

(Nocardia, Actinomadura, Streptomyces) ainsi qu’à des champignons. 

Malgré le nombre important d’espèces de Streptomyces, seulement trois d’entre elles 

sont habituellement citées en pathologie humaine : S. paragauyensis, S. griseus,                             

S. somaliensis (Borelli et Middelveen, 1986). 

Certaines Mycobactéries sont la cause de pathologies animales, végétales et surtout 

humaines, comme Mycobacterium tuberculosis (agent de la Tuberculose) ou 

Mycobacterium leprae (agent de la lèpre) (Veziris et al., 2013). 

Enfin, certains actinomycètes sont des symbiotes de plantes (Larpent et Larpent-

Gourgaud, 1985). Ainsi, dans la rhizosphère, les actinomycètes appartenant au genre Frankia 

sont extrêmement importants pour de nombreux types de plantes. Cette bactérie fixatrice 

d’azote (capable d’utiliser l’azote atmosphérique comme seule source d’azote) forme des 

nodules aux niveau des racines des angiospermes, et confère donc un avantage à la plante 

pour croitre en sol pauvre en azote. Cette association est appelée association actinorhizienne 

(Prescott et al., 2007). Peu d’espèces sont phytopathogènes, l’exemple le plus étudié est 

Streptomyces scabies, responsable de la gale de la pomme de terre (Lindholm, 1997). 

 
Tableau 2 : Habitats de certains actinomycètes (Grigorova et Norris, 1990). 

Actinomycètes Habitats 

Actinoplanes  L'eau douce, la litière végétale, le sol. 

Frankia Les nodules racinaires des non-légumineuses. 

Micromonospora  L'eau douce, les sédiments, les sols humides. 

Nocardia amarae Les boues activées. 

Rhodococcus coprophilus  Les déjections animales, l'eau, le sol. 

Saccharopolyspora rectivirgula Moisi du foin. 

Streptomyces  Le sol, la litière végétale, l'eau. 

Thermoactinomyces Le compost. 
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V. Métabolisme 

 

La croissance des actinomycètes est plus lente que celle des autres bactéries; le temps de 

génération moyen est d’environ 2 à 3 heures (Ottow et Glathe, 1968 ; Larpent et Sanglier, 

1989).  Les Actinomycètes se séparent en deux groupes physiologiques. Le plus important est 

composé de germes ayant un métabolisme oxydatif et habitant surtout le sol. Le second 

rassemble des bactéries fermentatives, hôtes des cavités naturelles de l’homme et des animaux 

(Le minor, 1989). Les formes oxydatives, aérobies, sont localisées principalement dans le sol 

à partir duquel elles sont disséminées. L’archétype de cette catégorie est le genre 

Streptomyces (Reponen et al., 1998).  

Les formes fermentatives, anaérobies strictes ou facultatives, sont illustrées par le genre 

Actinomyces. Ces organismes sont des saprophytes obligatoires des cavités naturelles de 

l’homme et des animaux supérieurs et ils ne sont jamais retrouvés dans le sol (Mariat                       

et Sebald, 1990).  

En général, les actinomycètes sont des bactéries chimoorganotrophes utilisant une 

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

(chitine, cellulose, lignine). Mais plusieurs espèces sont capables aussi de croissance 

chimioautotrophe utilisant l’oxydation de l’hydrogène comme source d’énergie et le gaz 

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

  

VI.  Critères d’identification 

 

La définition des genres et des espèces se fonde sur un ensemble de caractères 

morphologiques, fonctionnels, chimiotaxonomiques et génomiques, rassemblés dans le 

tableau 3. L’ensemble des caractéristiques de chaque taxon bactérien est répertorié dans le 

manuel Bergey, un ouvrage de référence pour la taxonomie des bactéries, qui comprend un 

volume en deux parties dédié aux Actinobacteria (Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology, 2012). Un manuel complémentaire plus succint fournit une aide à 

l’identification (Holt et al., 2000). 
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Tableau 3 : Principaux critères utilisés pour la taxonomie des actinomycètes. 

Critères taxonomiques Références 

Critères 
morphologiques et 
fonctionnels 

Hyphes : présence, abondance et 
disposition des hyphes du mycélium 
végétatif ou du mycélium aérien 

Spores : nombre, mobilité, forme, 
position sur les hyphes 

Présence de sporanges 

Présence de sclérotes ou de synnématas 

Résistance des spores à la chaleur 

Résistance aux traitements acides  

Schofieled et Schaal, 
(1981); Demain et 
Solomon (1985) 

Critères 
chimiotaxonomiques 

Composition du peptidoglycane 

Composition en sucres cellulaires 

Composition phospholipidique des 
membranes 

Production d’antibiotiques 

Tests biochimiques : 

Réduction du nitrate 

Hydrolyse de l’urée 

Hydrolyse de l’acide hyppurique 

Synthèse de mélanine (Streptomyces) 

Stanek et Roberts 
(1974) ; Lechevalier et 
al., (1977) ; Lechevalier 
et Lechevalier (1985); 
Larpent et Sanglier 
(1989) 

Critères génomiques 

%GC de l’ADN 

Digestions de l’ADN et analyse par 
électrophorèse en champ pulsé 
(DGGE) 

Séquence de l’ADNr 16S 

(Stackebrandt, 1997; 
Ventura, 2007 ; Zhi, 
2009). 

  

Comme pour toutes les bactéries à Gram positif, la paroi cellulaire des actinomycètes 

comporte une épaisse couche de peptidoglycane (Vollmer, 2008). Le peptidoglycane est un 

polymère de chaînes linéaires polyosidiques, reliées par des segments peptidiques. La partie 

osidique consiste en une succession de blocs constitués de N-acétylglucosamine (GlcNAc) et 

d’acide N-acétylmuramique (MurNAc). Ces oses sont réticulés par des chaînes peptidiques de 

4 acides aminés, associées deux à deux de façon covalente (Figure 6). Il existe une importante 

variabilité du peptidoglycane chez les bactéries, en particulier au niveau de la nature et la 

configuration des acides aminés et de la liaison entre chaînes peptidiques, ce qui fait de ces 
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caractéristiques biochimiques un critère taxonomique important (Becker, 1965; Schleifer               

et Kandler, 1972) (Tableau 4). Ainsi, le plus souvent, les formes fermentatives des 

actinomycètes présentent une lysine en troisième position de la chaîne peptidique (exemple : 

Actinomyces), tandis que les formes oxydatives présentent en cette position l’acide 

diaminopimélique (exemple : Streptomyces). La liaison entre deux chaînes peptidiques peut 

consister en une liaison covalente directe établie entre acides aminés de chaque chaîne (le plus 

souvent, le troisième d’une chaîne avec le quatrième de l’autre), ou bien impliquer un pont 

peptidique de quelques acides aminés (le plus souvent, un pont de cinq glycines) (Figure 7). 

C

a

b

 

Figure 6 : Structure typique du peptidoglycane chez les Actinobactéries. a. Représentation 
schématique, b. Motif de base (DAP = acide diaminopimélique), entre crochets, c. Structure 
de l’acide diaminopimélique (ici en configuration méso). 
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Tableau 4 : Types de paroi cellulaire définis d’après des critères chimiotaxonomiques relatifs 
au peptidoglycane chez les Actinobacteria. NA : non applicable ou non déterminé (d’après 
(Lechevallier et Lechevallier, 1970; Becker, 1965). 

Type de paroi 
Acide aminé en 

position 3 

Glycine dans le 
pont 

interpeptidique 
Sucres 

Genres 
représentatifs 

I L,L-DAP + NA 
Nocardioides 
Streptomyces 

II Méso-DAP + NA 
Micromonospora 
Pilimelia 
Actinoplanes 

III Méso-DAP - NA 
Actinomadura 
Frankia 

IV Méso-DAP - 
Arabinose, 
galactose 

Saccharomonospora 
Nocardia 

V* Lysine Selon les cas   

VI Lysine Selon les cas  Streptomyces 

* Ce type, initialement différentié du type VI d’après la composition en acides aminés du 
peptidoglycane, n’est plus utilisé. 

 

 

Figure 7 : Variabilité des chaînes peptidiques du peptidoglycane chez les actinomycètes 
(Royet et Dziarski, 2007). a. Peptidoglycane contenant de l’acide diaminopimélique (DAP), 
b. Peptidoglycane contenant de la lysine. Outre la différence de nature de l’acide aminé en 
position 3, on observe une variation au niveau du pont reliant les deux chaînes peptidiques : 
liaison directe entre acides aminés (a) ou pont de 5 glycines (b).  
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Une autre classification selon la composition et la structure du peptidoglycane a été 

proposée par Scheifer et Kanler (Schleifer et Kandler, 1972). Elle introduit une 

nomenclature à trois caractères : (i) une lettre capitale correspondant à l’appariement des 

acides aminés impliqués dans la liaison entre chaînes peptidiques (A pour une liaison entre les 

acides aminés 3 et 4, B pour liaison entre les acides aminés 2 et 4), (ii) un chiffre 

correspondant au type de pont entre acides aminés liés et (iii) une lettre grecque relative à la 

nature de l’acide aminé en position 3. Cette nomenclature est peu utilisée pour les 

actinomycètes étant donné qu’on rencontre principalement l’appariement 3-4 des acides 

aminés chez ces bactéries (Vollmer, 2008). 

 

Par ailleurs, chez les actinomycètes présentant de l’acide méso-diaminopimélique (types 

II, III, IV), le profil en sucres cellulaires révèle la présence de sucres caractéristiques de 

certains genres (Lechevallier et Lechevallier, 1970), ce qui a permis une classification 

(Tableau 5). 

 

Tableau 5 : Profils des sucres cellulaires totaux des Actinobacteria, (Lechevallier                           
et Lechevallier, 1970). 

Type de 
composition 

en sucres 
cellulaires 

Sucres 
caractéristiques 

Genres 
représentatifs 

A Arabinose, 
galactose 

Nocardia, 
Rhodococcus, 
Saccharomonospora 

B 
Madurose 

Actinomadura 
Streptosporangium 
Dermaphilus 

C Aucun Thermomonospora, 
Actinosynnema 

D Arabinose, xylose Micromonospora, 
Actinoplanes 

 

Les critères morphologiques, fonctionnels et chimiotaxonomiques des actinomycètes ont 

permis de constituer différents groupes génériques présentant des caractéristiques bien 

distinctes (Holt et al., 2000), résumés dans le tableau 6. 
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Tableau 6 : Caractéristiques chimiotaxonomiques et morphologiques des principaux groupes 
génériques d’actinomycètes (Prescott et al., 2003). 

Groupe 
générique 

Type de paroi 
(peptidoglyca

ne) 

Type de 
compositi

on en 
sucres 

cellulaires 

Dispositi
on des 
spores 

Présence de 
sporanges 

Genres 
représentatifs 

Actinomycètes 
nocardioformes 

I, IV A Variable Non 

Nocardia, 
Thodococcus, 
Nocardioides, 
Saccharomonosp
ora 

Actinomycètes 
à sporanges à 

loges multiples 
III B, C, D 

Amas de 
spores 

Habituellem
ent 

Geodermatophil
us, 
Dermatophilus, 
Frankia 

Actinoplanes II D Variable 
Habituellem

ent 

Actinoplanes, 
Pilimelia, 
Dactulosporangi
um, 
Micromonospora 

Streptomyces et 
genres 

apparentés 
I 

Sans 
valeur 

taxonomiq
ue 

Chaînes 
de 5 à 
plus de 

50 spores 

Non 
Streptomyces, 
Sporichtya 

Maduromycètes III B, C Variable Oui on non 

Actinomadura, 
Microbispora, 
Planomonospora
, 
Streptosporangiu
m 

Thermomonosp
ora et genres 
apparentés 

III 
C (parfois 

B) 
Variable Non 

Thermomonospo
ra, 
Actinosynnema, 
Nocardiopsis 

 

Enfin, les lipides taxonomiquement importants peuvent être répartis par trois groupes :   

les lipides contenant une partie polaire, les ménaquinones et les acides mycoliques 

(Lechevalier et Lechevalier, 1980; Collin et al., 1977). La caractérisation des lipides est 

particulièrement informative pour la mise en évidence du genre Mycobacterium, qui présente 

une paroi particulière riche en acides mycoliques. 

 

 



SSSSynthèse ynthèse ynthèse ynthèse BBBBibliographique ibliographique ibliographique ibliographique ----                                                                                                                                                    Chapitre IChapitre IChapitre IChapitre I    : : : : Les actinomycètes Les actinomycètes Les actinomycètes Les actinomycètes     

 

23 

 

Enfin, un outil de choix pour l’identification des actinomycètes est l’analyse moléculaire 

(des acides nucléiques). Le %GC donne une indication sur la famille, tandis que le 

séquençage de l’ADNr 16S permet de différencier nettement les genres (Pridham                          

et Gottlieb, 1948). Les séquences de l’ADNr 16S ont servi à tracer toute la phylogénie des 

actinomycètes (Stackebrandt, 1997; Ventura, 2007; Zhi, 2009). Ces analyses moléculaires 

reposent sur une réaction de polymérase en chaîne (PCR), utilisant soit des amorces 

universelles bactéries, soit des amorces spécifiques des Actinobacteria (Farris et Olson, 

2007 ; Schäfer et al., 2010). 

 

 

VII.  Le genre Streptomyces 

  

Streptomyces est un genre immense, avec plus de 500 espèces (Hopwood, 2007). C’est 

l’actinomycète le mieux étudié en termes de métabolisme, cycle de vie et génétique, du fait de 

l’intérêt considérable généré par ce genre bactérien pour la découverte d’antibiotiques. 

 

VII.1. Cycle de vie 

La structure complexe des colonies de Streptomyces (Figure 8a) montre le degré de 

différenciation d'un tel organisme. Le cycle biologique de Streptomyces est comparable à 

celui de nombreux micromycètes eucaryotes. Sur milieu solide, débute par la germination 

d’une spore qui donne naissance à un mycélium végétatif formé d’hyphes multi-nucléoïde, 

ramifiés et ancrés dans le milieu solide. Un mycélium aérien se développe sur ce mycélium 

végétatif, en utilisant ce dernier comme substrat. En effet, le mycélium végétatif s’autolyse et 

les produits de la lyse sont cannibalisés par le mycélium aérien (Miguélez et al., 1999). La 

croissance des hyphes est apicale (se fait par le sommet) (Flärdh, 2003), et s’accompagne de 

la formation de septa, conduisant à des unités uni-génomiques (Figure 9). Les cellules se 

différencient ensuite pour former à des spores. Cela se traduit par l’épaississement des parois 

cellulaires (qui rend les spores plus résistances à la dessiccation), une spiralisation des 

chaînes, accompagnée d’un dépôt de pigment gris. En milieu liquide, les cellules se 

développent uniquement sous forme de mycélium végétatif, même si certains Streptomycètes 

peuvent sporuler dans cet environnement (Hodgson, 1992).  
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a b

 

Figure 8 : Colonie et cycle biologique d'un streptomycète sur milieu solide. (a) Colonie de 
Streptomyces coelicolor (Hopwood, 2007).(b) Représentation schématique du cycle de vie de 
Streptomyces (Larpent et Sanglier,1989) : A. Spores ; B. Germination des spores ; C. Coupe 
transversale dans une jeune colonie : formation du mycélium végétatif (mycélium primaire, 
m.p.) ; D. Coupe transversale d'une colonie mature ayant développé un mycélium aérien 
(mycélium secondaire, m.s.), produisant des spores ; E. Maturation du mycélium aérien 
(formation des septa) ; F. Chaîne de spores. 

a

b

 
Figure 9 : Croissance apicale des hyphes du mycélium aérien et formation des septa. 
a.Représentation schématique (le peptidoglycane naissant est représenté en vert), b. Cliché de 
microscopie électronique à transmission d’une coupe d’hyphe. 
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La sporulation est contrôlée par des facteurs extérieurs aux microorganismes et par          

des facteurs propres à ceux-ci. C’est un processus hautement régulé (McCormick et Flärdh, 

2012). Parmi les éléments extérieurs favorisant la sporulation, nous retiendrons 

principalement: la dessiccation, une concentration élevée en gélose, le glycérol comme source 

de carbone, l’urée comme source d’azote, l’addition de carbonate de calcium et d’extrait de 

sol, la présence de magnésium, de fer et de manganèse, et un pH légèrement alcalin voisin de 

7,5.  

VII.2. Génétique (Kieser et al., 2000) 

Streptomyces présente un des plus élevé des %GC bactériens, de 70 à 74%. 

Streptomyces contient un chromosome linéaire (Lin et al., 1993), ce qui est une originalité 

chez les bactéries qui ont des chromosomes circulaires. Ce chromosome de grande taille (8 à 

9 Mb) présente une organisation génétique unique (Hopwood, 2006). Alors que la région 

centrale, conservée au travers des espèces, contient les gènes « essentiels », les régions 

terminales sont spécifiques de souches et d'espèces et regroupent les gènes « accessoires ». 

Ces gènes accessoires représentent jusqu'à 20% du génome total. La plupart des souches de 

Streptomyces contient des plasmides, qui peuvent être circulaires ou linéaires. 

 

VII.3 Production de biomolécules d’intérêt thérapeutique et biotechnologique 

Streptomyces a révélé un potentiel biotechnologique intéressant pour la production 

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

(2000)) ou la biodégradation de biopolymères (par exemple le chitosane (Fukamizo                         

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

(Niraula et al., 2010).  

 

De plus, Streptomyces est la source la plus importante de métabolites secondaires 

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

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

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

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

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

chimique des antibiotiques qu’il produit (Watve et al., 2001). 
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VII.3.a. Antibiotiques 

 

Le terme désigne tout composé chimique élaboré par un microorganisme (ou produit par 

synthèse), dont l'activité thérapeutique se manifeste à très faible dose d'une manière 

spécifique, par l'inhibition de certains processus vitaux, à l'égard des microorganismes 

sensibles. On distingue les activités bactériostatiques, qui inhibent la croissance microbienne, 

et les activités bactéricides, qui tuent. Souvent un même antibiotique peut exercer l’un ou 

l’autre de ces effets, en fonction de sa concentration (Prescot, 1995).  

 

 L’âge d’or dans la découverte des antibiotiques a été la période des années 1940-1960 

(Figure 10), sous l’impulsion de Waksman (prix Nobel de physiologie et de médecine en 

1952) (Sherk, 2000). Avec ses étudiants et collègues, Selman A. Waksman a isolé de 

nombreux antibiotiques sécrétés par des actinomycètes : actinomycine (1940), clavacine, 

streptothricine (1942), streptomycine (1943), griséine (1946), néomycine (1948), fradicine, 

candicidine, candidine, etc… La streptomycine et la néomycine ont été largement utilisées 

pour le traitement d’infections (streptomycine : tuberculose, néomycine : applications 

locales). Streptomyces s’est révélé un producteur prodigieux d’antibiotiques, (Procópio et al., 

2012). 
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Figure 10 : Age d’or de la découverte des antibiotiques, d’après Hopwood (2007). 
 
 

Les antibiotiques produits par Streptomyces montrent une grande diversité au niveau de 

de leur structures et de leurs cibles cellulaires, illustrée dans le tableau 7. Ils couvrent les 

familles de composés majeures commercialisées aujourd’hui : macrolides, glycopeptides, 

pénicillines, aminoglycosides, angucyclinones. Ils représentent aujourd’hui un marché 

considérable de vingt-huit milliards de dollars au niveau mondial (Thomson et al., 2004).  
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Tableau 7 : Structures et cibles cellulaires d’antibiotiques produits par des souches du genre Streptomyces. 

Nom 
Bactérie 

productrice Structure 
Cible cellulaire et 
mécanisme d’action Référence 

Streptomycine 
Streptomyces 

griseus  

 

 

Sous unité 30S du 
ribosome 
 
Inhibe la traduction des 
protéines (initiation) 

Jana et Deb 
(2006) 
 

Néomycine 
Streptomyces 

fradiae 

 

 

 
Sous unité 30S du 
ribosome 
 
Inhibe la traduction des 
protéines (initiation) 

Jana et Deb 
(2006) 
 

Spectinomycine 
Streptomyces 
spectabilis 

 
 

Sous unité 30S du 
ribosome 
 
Inhibe la traduction des 
protéines (initiation) 

Jana et Deb 
(2006) 
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Acide 
clavulanique 

 

Streptomyces 
clavuligerus 

 
 

Inhibiteur de beta-
lactamase  
(associé à un traitement 
par des antibiotiques de 
type beta-lactame) 

Reading et 
Cole (1977) 

Tétracycline 
Streptomyces 
aureofaciens  

 

 

Sous unité 30S du 
ribosome 
 
Inhibe la traduction des 
protéines  
(inhibe la liaison des 
aminoacyl-ARNt sur le 
site accepteur) 

Tanaka et al. 
(1972) 

Chloramphenicol 

 

Streptomyces 
venezuelae  

 

 

Sous unité 50S du 
ribosome 
 
Inhibe la traduction des 
protéines  
(inhibe l’activité 
peptidyl-transférase lors 
de l’élongation) 

Malik (1972) 

Puromycine 
Streptomyces 

alboniger 

 

Ribosome 
 
Inhibe la traduction des 
protéines (relargage de 
peptides tronqués) 

Traut et 
Monro (1964) 
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Spiramycine 

Streptomyces 
ambofaciens 

 

 

Sous unité 50S du 
ribosome 
 
Inhibe la traduction des 
protéines (inhibe la 
translocation lors de 
l’élongation) 

Ahmed (1968) 

Rifamycine B 

 

Streptomyces 
mediterranei  

 

 

ARN polymérase 
 
Inhibe la transcription 

Wehrli et al. 
(1968) 

A47934 
Streptomyces 
toyocaensis 

 

Lipide II / peptidoglycane 
 
Inhibe la synthèse des 
parois bactériennes 

Boeck et 
(1986) 

Simocyclinone 
D8 

Streptomyces 
antibioticus 

 

ADN gyrase 
 
Inhibe la synthèse d’ADN 
(réplication) 

Oppegard et 
al. (2009) 
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Malgré la révolution apportée par les antibiotiques dans le domaine de la médecine et la 

découverte de milliers de composés, les maladies infectieuses restent un problème de santé 

publique majeure. Ceci s’explique notamment par l’apparition de souches multi-résistantes à 

ces molécules (van der Waaij et Nord, 2000). Ainsi, la recherche et le développement de 

nouveaux antibiotiques est toujours un enjeu sociétal très important. 

 

VII.3.b. Peptides bioactifs 

 

VII.3.b.1.  Les peptides antimicrobiens chez les êtres vivants 

 

Les peptides antimicrobiens sont des antibiotiques naturels et sont des composants clefs 

des systèmes de la défense immunitaire innée, non-adaptative des organismes multicellulaires 

animaux et végétaux (Hoffmann et al., 1999; Ganz et Lehrer, 1998 ; Lehrer et Ganz, 

1999). Il s’agit d’un ensemble de petites protéines, comportant en moyenne de 20 à 50 acides 

aminés, qui partagent un caractère cationique et des propriétés amphiphiles. A présent, plus de 

750 différents peptides antimicrobiens ont été identifiés dans divers organismes couvrant les 

procaryotes, les plantes, les insectes, et les animaux (y compris les êtres humains) (Boman, 

1998 ; Lehrer et Ganz, 1996 ; Garcia-Olmedo et al., 1998; Wong et al., 2007). 

 

VII.3.b.2.  Peptides antimicrobiens produits par les bactéries 

 

Les peptides antimicrobiens synthétisés par voie ribosomique chez les bactéries sont des 

molécules de nature protéique ou partiellement protéique, douées d’une activité antagoniste 

vis-à-vis de souches phylogénétiquement proches des souches productrices, ou occupant les 

mêmes niches écologiques. Leur synthèse, par voie ribosomique, les différencie des 

antibiotiques qui résultent d’un assemblage enzymatique. Deux grands groupes de peptides 

antimicrobiens sont distingués avec, d’une part, les peptides antimicrobiens produits par les 

bactéries à Gram négatif, représentés par les microcines, et d’autre part, les peptides 

antimicrobiens produits par les bactéries à Gram positif, et notamment les peptides 

antimicrobiens de bactéries lactiques (Nissen-Meyer et Nes, 1997). La plupart de ces 

peptides antimicrobiens sont nommés bactériocines.  
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VII.3.b.3.  Peptides antimicrobiens produits par les bactéries à Gram négatif 

 

Les peptides antimicrobiens produits par les bactéries à Gram négatif sont représenté par 

les microcines (taille inférieure à 10 kDa) produites par des bactéries appartenant à la famille 

des Enterobacteriaceae et surtout E. coli (Dirix et al., 2004). Le terme microcine a été conçu 

pour distinguer une nouvelle classe de peptides antibactériens des colicines qui sont des 

protéines à activité antimicrobienne produites par E. coli (Duquesne et al., 2007). 

Les microcines regroupent actuellement 10 peptides qui se répartissent en deux classes, les 

microcines de classe I et les microcines de classe II, qui diffèrent l’une de l’autre de part leur 

mode d’action (Pons et al., 2002). Les microcines de classe I ciblent des enzymes intervenant 

dans la structuration et la synthèse d’ADN/ARN tandis que celles de classe II interagissent 

avec les membranes bactériennes. 

Les microcines de classe I ont une masse moléculaire comprise entre 1 et 3 kDa et 

arborent de nombreuses modifications post-traductionnelles. Elles sont codées par plusieurs 

gènes (4 à 7) portés par un plasmide. Le gène d’immunité n’est cependant pas localisé à côté 

du gène de structure. Les membres de cette famille sont MccB17, MccC7/C51 et MccJ25. 

Les microcines de classe II nécessitent la présence du gène chromosomique tolC (codant 

pour un transporteur membranaire de la membrane externe) pour être fonctionnelles (Pons et 

al., 2004). Elles se subdivisent en deux sous groupes, les microcines de classe IIa et IIb, selon 

la localisation des gènes. Les microcines de classe IIa (MccV originellement nommé ColV, 

MccL et Mcc24) sont codées par 4 gènes plasmidiques ayant une organisation conservée entre 

les différentes microcines. Les microcines de classe IIb (MccE492, MccH47, MccI47 et 

MccM) sont codées par des gènes chromosomiques, contrairement aux autres microcines 

précédemment décrites (Duquesne et al., 2007). 

 

VII.3.b.4.  Peptides antimicrobiens produits par les bactéries à Gram positif 

La production de peptides antimicrobiens par les bactéries à Gram positif a été largement 

étudiée et en particulier les bactériocines produites par les bactéries lactiques. En effet, au 

cours des 20 dernières années, les travaux sur ces bactériocines ont été conduits, avec pour 

objectif, de développer de nouvelles techniques de protection alimentaire pouvant limiter la 

détérioration des aliments et les risques d’infections alimentaires. C’est par exemple le cas de 

la nisine qui est le seul peptide antimicrobien autorisé en tant que conservateur alimentaire 

(Galvez et al., 2007). 
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VII.3.c.  Les peptides lasso 

 

Une catégorie de peptides compacts est particulièrement originale car elle possède une 

topologie dite « en lasso » consistant en un noeud moléculaire particulier. Les peptides lasso 

comportent un cycle macrolactame formé par les 8 ou 9 résidus de la partie N-terminale à 

l’intérieur duquel est enchâssée la partie C-terminale. Le cycle est constitué par une liaison 

lactame établie entre le résidu Gly ou Cys N-terminal et le carboxylate de la chaîne latérale 

d’un résidu Asp ou Glu (Maksimov  et al., 2012 ; Rosengren et Craik, 2009). 

Les peptides lasso sont produits par deux groupes d’eubactéries environnementales : les 

actinobactéries et les protéobactéries. Le premier peptide de cette famille caractérisé a été 

l’ anantine134 isolée de Streptomyces coerulescens. Le onzième, et dernier à ce jour, a été 

isolé de Asticcacaulis excentricus en 2012 et baptisé astexine-1135. On peut noter la grande 

représentation des espèces de Streptomyces dans la liste des bactéries productrices de peptides 

lasso (Tableau 8) (Ducasse, 2012). 
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Tableau 8 : Tableau des classes de peptide lasso, de leurs structures et de leurs activités biologiques. Les acides aminés constituant le cycle 
macrolactame sont représentés en vert. Les ponts disulfure, représentés en rouge, ne sont explicités que pour MS-271 pour les peptides de classe I 
mais ils sont présents dans le même arrangement chez chaque peptide de ce type (Ducasse, 2012). 
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La découverte des peptides lasso est intimement liée à celle de molécules naturelles 

possédant des activités biologiques d’intérêt thérapeutique. L’anantine a ainsi été découverte 

suite à un criblage d’activité de centaines de molécules antagonistes du récepteur du facteur 

natriurétique auriculaire (Weber et al., 1991) (ANF, une hormone peptidique synthétisée par 

l’oreillette droite du coeur). La microcine J25 (MccJ25), découverte un an plus tard 

(Salomón et Farías, 1992), a été identifiée dans le cadre de recherches portant sur les 

microcines, peptides antimicrobiens produits par des entérobactéries et notamment par des 

souches d’E. coli (Duquesne et al., 2007). Le peptide RP-71955, aussi appelé aborycine, a 

quant à lui été découvert lors d’un criblage d’activité de molécules inhibant deux protéases 

impliquées dans le mode d’action du virus d’immunodéficience humaine (Helynck et al., 

1993) (HIV-1) et a fait l’objet d’un brevet, alors même que sa structure et son mode d’action 

n’étaient pas encore résolus (Helynck, 1994). Les siamycines ainsi que les peptides RES-

701-1 et RES-701-3 ont été détectés dans une recherche systématique de produits bioactifs 

(Tsunakawa et al., 1995 ; Morishita et al., 1994 ; Ogawa et al., 1995). Enfin, la propeptine 

a été isolée dans la cadre d’un screening d’activité inhibitrice de la prolyl-endopeptidase 

(PEP) dont l’activité chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer est plus importante 

que dans le reste de la population (Kimura et al., 1997). 

Ces premiers peptides lasso ont tous été analysés dans le but de trouver des molécules 

bioactives mais la résolution de la structure lasso chez MccJ25 (Blond et al., 1999 ; Blond             

et al., 2001 ; Rosengren et al., 2003 ; Bayro et al., 2003 ; Wilson et al., 2003) a relancé 

l’intérêt de la communauté scientifique pour ces peptides. La découverte de cette structure 

originale, bien que déjà résolue pour RP-71955, la siamycine I et RES-701-1 (Frechet et al., 

1994 ; Katahira et al., 1996 ; Katahira et al., 1995), associée à leurs activités intéressantes a 

initié une nouvelle phase dans l’étude des peptides lasso. 

Le peptide BI-32169, qui a d’abord été décrit comme un peptide bicyclique (Potterat             

et al., 2004), a été découvert sept ans plus tard que la propeptine et n’a été décrit comme étant 

en lasso que plus tard (Knappe, 2010). A la suite de la résolution de la structure de MccJ25 et 

de BI-32169, les lariatines A et B (Iwatsuki , 2010), la capistruine (Knappe, 2010) ainsi que 

l’astexine-1 (Maksimov, 2012) ont été les derniers peptides de cette catégorie isolés jusqu’à 

présent et décrits comme lasso. La découverte de la capistruine et de l’astexine-1 s’est basée 

sur une technique d’exploration de génomes in silico (« genome mining ») novatrice qui 

permet de franchir une nouvelle étape dans la découverte de ces peptides originaux. Associée 

à la spectrométrie de masse (MS), cette méthode a permis de prédire et de détecter de 



SSSSynthèse ynthèse ynthèse ynthèse BBBBibliographique ibliographique ibliographique ibliographique ----                                                                                                                                                    Chapitre IChapitre IChapitre IChapitre I    : : : : Les actinomycètes Les actinomycètes Les actinomycètes Les actinomycètes     

 

36 

 

nouveaux peptides lasso chez Streptomyces, les peptides SSV-2083 et SRO15-2005, mais qui 

n’ont pas été isolés, ni caractérisés structuralement (Kersten, 2010 ; Ducasse et al., 2012). 

Malgré une caractéristique structurale commune, à savoir la présence d’un cycle 

macrolactame et l’insertion de la partie C-terminale dedans, les peptides lasso présentent 

certaines différences structurales. La plus importante porte sur le nombre de ponts disulfure 

dont est doté chaque peptide et qui permet d’établir une classification (Figure 11). Les 

peptides lasso de classe I possèdent deux ponts disulfure, entre Cys1 et Cys13 d’une part et 

Cys7 et Cys19 d’autre part, les peptides de classe II n’en possèdent aucun et le peptide de 

classe III n’en possède qu’un seul (Tableau 08). 

 

 

Figure 11: Représentants des trois types de peptides lasso (comportant respectivement 2, 0 ou 
1 pont disulfure). Le cycle macrolactame et la queue C terminale sont représentés 
respectivement en vert et bleu. Les acides aminés encombrants et les cystéines impliquées 
dans le piégeage stérique sont indiqués respectivement en magenta et en gras (Weber et al., 
1991). 
 
VII.3.d.  Mécanismes d’action des peptides antimicrobiens 

 

Bien que le mécanisme d’action exact des peptides antimicrobiens reste un sujet de 

controverse- il est établi que ces peptides, de structure amphiphile, perturbent sélectivement la 

membrane cellulaire. La charge canonique permet aux peptides antimicrobiens d’interagir 

avec les charges négatives des phospholipides des membranes bactériennes. Cette interaction 

électrostatique peut se faire avec les lipopolysaccharides (LPS) des bactéries gram-négative 

ou avec le peptidoglycane des bactéries gram-positives (Epand et Vogel, 1999). Après leur 

fixation, les peptides antimicrobiens s’insèrent aux phospholipides de membrane bactérienne 

via un des trois modèles ‘douve de tonneaux’ (barrel stave), ‘pores toroïdaux’ (toroidal-pore) 
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ou ‘tapis’ (caipet). Récemment, d’autres mécanismes d’action ont été proposés et dans 

lesquels les peptides antimicrobiens n’interagissent pas avec la membrane cytoplasmique. 

Dans ce cas, les peptides antimicrobiens agiront plutôt au niveau du cytoplasme en inhibant la 

synthèse des acides nucléiques et/ou des protéines, ou en entravant l'activité enzymatique 

bactérienne (Hammami, 2009). 
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Chapitre II.  

 

Les bactéries lactiques  

 

 

I. Introduction  

 

Les bactéries lactiques ont été retrouvées dans des sédiments datant de 2,75 milliards 

d’années bien avant l’apparition d’oxygène dans l’atmosphère, ce qui pourrait expliquer leur 

caractère anaérobie. De plus, des études sur la phylogénie bactérienne mentionnent leur 

apparition avant celle des cyanobactéries (Quiberoni et al., 2001).  

A la fin du 19ème siècle, des chercheurs se sont penchés sur la fermentation du lait pour 

trouver la cause de sa coagulation acide. Storch (1890), Conn (1889 ) et Weigmann (1896 ) 

ont conclu que la présence de bactéries lactiques est responsable de l’acidification du lait et de 

la maturation de la crème (Ouadghiri et al., 2005).  

Historiquement, les genres Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus 

ont été les premiers à être décrits. D’un point de vue technologique, les genres cités ci-après 

sont considérés comme les principaux des bactéries lactiques : Aerococcus, Carnobacterium, 

Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, 

Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, et Weissella (Axelsson, 2004). 

 

II.  Habitat  

 

Les bactéries lactiques sont des microorganismes ubiquitaires susceptibles d’être 

retrouvés dans tous types d’habitat. Elles sont présentes à l’état libre dans l’environnement ou 

vivent en association avec un hôte, tel que l’Homme ou l’animal, dans un écosystème 

bactérien comme le tractus gastro-intestinal ou génital des mammifères ou des canaux 

galactophores (Dellaglio et al., 1994). 



SSSSynthèse ynthèse ynthèse ynthèse BBBBibliographique ibliographique ibliographique ibliographique ----                                                                                                                    Chapitre IChapitre IChapitre IChapitre IIIII    : : : : Les Les Les Les bactéries lactiquesbactéries lactiquesbactéries lactiquesbactéries lactiques 

40 

 

 

Dans l’environnement, les bactéries lactiques sont souvent retrouvées dans le lait et ses 

dérivés (lait fermenté, fromages, …). Les différentes espèces de Lactobacillus, Lactococcus 

lactis (Lc. lactis) et/ ou Lc. garvieae, les plus rencontrées dans le lait et le fromage, sont 

communément utilisées comme ferments (« starter culture ») par l’industrie agroalimentaire 

pour la production de produits laitiers. 

Les bactéries lactiques peuvent vivre en symbiose entre elles et avec un hôte. Le tractus 

gastrointestinal des mammifères est colonisé par des bactéries lactiques telles que 

Bifidobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc  et Weisseilla. Par ailleurs, l’appareil génital 

chez la femme est principalement colonisé par des bactéries lactiques, telles que 

Lactobacillus, aux quelles il apporte des nutriments comme le glycogène. En acidifiant le 

milieu, ces bactéries apportent une protection contre des pathogènes tell que Trichomonas 

vaginalis (T. vaginalis), pathogène responsable de la trichomonase vaginale (Björkroth         

et Holzapfel, 2006, Ruiz et al., 2009) et/ ou Candida albicans à l’origine de la vulvo-vaginite 

(Falagas et al., 2006, Pirotta et al., 2004). 

 

III.  Caractéristiques morphologiques et biochimiques 

 

Le groupe des bactéries lactiques a été défini par Orla-Jensen (1919) et réunit plusieurs 

genres caractérisés par leur capacité à fermenter les glucides en produisant de l’acide lactique. 

Ce sont des coques ou bâtonnets Gram positif, généralement immobiles et non sporulés. Il 

existe d’autres bactéries produisant de l’acide lactique mais qui ne sont pas considérées 

comme faisant partie du groupe des bactéries lactiques. C’est le cas, par exemple, de Bacillus 

et Sporolactobacillus qui sont des bactéries Gram (+) sporulées (Axelsson, 2004). Les 

bactéries lactiques sont anaérobies mais aéro-tolérantes, et ne possédant ni catalase (certaines 

souches possèdent une pseudo-catalase), ni nitrate-réductase, ni cytochrome-oxydase 

(Ouadghiri et al., 2005).  

Le contenu en GC de leur ADN varie de 33 à 54%, ce qui les classe dans les bactéries à 

faible pourcentage de GC (Muto et Osawa, 1987). Elles sont de métabolisme chimio-

organotrophes, ce qui signifie qu'elles utilisent comme source énergétique des substances 

hydrocarbonées telles que les sucres, les alcools et les acides organiques. Elles possèdent 

souvent des exigences nutritionnelles complexes en terme d’acides aminés, de peptides, de 
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vitamines, de sels, d’acides gras et de sucre (Dellaglio et al., 1994).  

Elles produisent l’acide lactique comme produit final principal de la fermentation des 

hydrates de carbone. La fermentation est dite homolactique si l’acide lactique est le produit 

majoritairement formé (> 85 % du pyruvate converti en lactate) et hétéro-lactique si d’autres 

composés, tels l’acide acétique, l’éthanol, le formiate et le CO2, sont synthétisés (Salvetti               

et al., 2013).  

Elles survivent dans un milieu à faible Aw, et résistent à l’éthanol (10 – 15 % éthanol) et 

au CO2. 

En général, les bactéries lactiques ont des besoins complexes en facteurs de croissance 

tels que vitamine B, acides aminés, peptides, bases puriques et pyrimidiques. Les milieux de 

culture sont complexes et dits "riches". Il est donc difficile d’obtenir de bons milieux sélectifs. 

Seul l’abaissement du pH sera souvent utilisé comme agent de sélection. Les bactéries 

lactiques tolèrent en effet des pH acides (pH = 5 et parfois moins). A ces pH, et à fortiori pour 

des pH inférieurs, beaucoup de bactéries communes ont leur croissance inhibée. Ces 

propriétés sont utilisées en agro alimentaire pour transformer la matière et empêcher le 

développement de la plupart des bactéries d’altération ou des pathogènes. Il apparaît donc que 

les produits fermentés puissent être considérés comme "à faible risque" vis-à-vis des 

pathogènes courants. Cependant, il n’est pas exclu que des souches particulières d’une espèce 

de bactérie indésirable puissent se développer. D’autres microorganismes sont également 

connus pour se développer à pH acide, comme de nombreuses levures et moisissures (Nielsen 

et al., 2008 ; Sachindra et al., 2005). 

 

IV.  Classification 

 

La première classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla- Jensen. 

Elle est basée sur les caractéristiques observables telles que les propriétés morphologiques, 

biochimiques et physiologiques. Les marqueurs chimiotaxonomiques, comme la composition 

des acides gras et les constituants de la membrane cellulaire, ont été également utilisés pour la 

classification (Krieg, 2001).  
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Figure 12 : Arbre phylogénique des bactéries lactiques et comparaison avec les genres 
Aerococcus, Bacillus, Listeria et Staphylococcus d’après Axelsson (2004). 

 

La classification des levures, des bactéries, des virus et des protistes est basée sur la 

taxonomie polyphasique. Ce terme est apparu dans les années 70 défini par Colwell (Colwell, 

1970) et se réfère à une taxonomie basée sur un large ensemble de critères regroupant les 

caractéristiques écologiques, phénotypiques, biochimiques et génétiques (Pot, 2008). De 

nombreuses classifications des bactéries lactiques ont été proposées. Parmi elles, figure la 

classification selon la composition de la paroi cellulaire bactérienne (de Ambrosini et al., 

1996), incluant la nature des acides gras, tels que l’acide lactobacillique (C19:0) et les acides 

gras insaturés (C14:0, C16:0, C18:0) qui la composent (Gilarová et al., 1994).  

D’après Ludwig et al. (2008), le phylum Firmicutes comprend trois classes : Bacilli, 

Clostridia et Erysipelotrichi. Appartenant à la classe Bacilli, les bactéries lactiques sont 

divisées en trois familles :  

� Famille des Lactobacillaceae comportant les Lactobacillus, Paralactobacillus                           

et Pediococcus.  

� Famille des Leuconostocaceae contenant les Leuconostoc, Oenococcus et 

Weissella. 

�  Famille des Streptococcaceae comprenant les Streptococcus, Lactococcus et 

Lactovum. 

Une autre classification, basée sur les différents modèles de fermentation du glucose 

définit 3 groupes (McLeod et al., 2008). Le groupe I renferme les bactéries réalisant 
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exclusivement l’homofermentation. Ce groupe comporte majoritairement des Lactobacillus. 

Le groupe II inclut les bactéries réalisant l’hétérofermentation et regroupe les Leuconostoc, 

les Oenococcus, les Weissella et quelques espèces appartenant au genre Lactobacillus. Le 

groupe III regroupe quant à lui quelques espèces appartenant au genre Lactobacillus et la 

majorité des espèces appartenant au genre Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus. Ce 

groupe présente une position intermédiaire entre le groupe I et II réalisant ainsi 

l’homofermentation ou l’hétérofermentation selon les conditions environnementales (McLeod 

et al., 2008). 

Les études d’hybridation ADN ÷ ADN, puis des structures et des séquences d’ARN 

ribosomaux sont aussi devenues depuis quelques années des éléments essentiels permettant 

l’identification et ainsi la classification taxonomique des bactéries lactiques (Vandamme et 

al., 1996). Une étude basée sur la comparaison des séquences d’ARN 16S et/ ou 23S des 

bactéries lactiques propose une classification en 3 groupes restreinte à certaines bactéries 

lactiques : groupe des Leuconostoc, groupe des Lactobacillus delbrueckii (Lb. delbrueckii) et 

groupe des Lb. casei-Pediococcus (Rodrigues et al., 1991).  

Le tableau 9 présente les principaux genres de bactéries lactiques et les caractéristiques 

physiologiques qui forment la base de la classification et de l’identification. 

 

Tableau 9 : Principaux genres de bactéries lactiques (Matamoros , 2008). 
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V. Identification et typage des bactéries lactiques 

 

L’approche classique de la taxonomie des bactéries lactiques a été toujours basée sur les 

caractéristiques morphologiques,  métaboliques et physiologiques. Cette identification a été 

élargie pour inclure des marqueurs chimiotaxonomiques, l’analyse des protéines totales de la 

cellule et autres caractéristiques de la cellule (Ouadghiri et al., 2005).  

Des tests physiologiques simples, tels que la croissance à différentes températures, la 

tolérance aux acides et au sel ainsi que la production de gaz sont utiles pour la différenciation 

des genres (Axelsson , 2004).  

Une identification fiable est dépendante de l’information génotypique. Les techniques 

basées sur l’analyse de l’ADN permettent une meilleure différenciation des micro-organismes 

à différents niveaux, allant du genre jusqu’à la souche en fonction des méthodes utilisées. Le 

séquençage direct du gène d’ARNr 16S est l’une des méthodes les plus puissantes pour 

l’identification en une seule étape d’une souche inconnue. Les méthodes génotypiques tels 

que le séquençage de l’ADNr, ribotypage, Random Amplified polymorphic DNA (RAPD), 

rep-PCR fingerprinting, Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), électrophorèse 

en champ pulsé (PFGE) de l’ensemble de l’ADN chromosomique digéré constituent 

aujourd’hui une partie importante de la taxonomie moderne des bactéries lactiques (Chao et 

al., 2013; Mancini et al., 2012).  

Le ribotypage a été particulièrement utilisé pour révéler les hétérogénéités entre des 

souches à faible homologie. Le pouvoir discriminatoire de cette méthode dépend du nombre 

et du type de sondes d’oligonucléotides et enzymes de restriction utilisées. 

La variation du nombre et de la taille des plasmides hébergés par des souches de la 

même espèce, est utile pour typer les bactéries lactiques car la plupart des souches de ce 

groupe semblent contenir plusieurs plasmides (Ouadghiri  et al., 2005). 

VI.  Propriétés fonctionnelles et technologiques recherchées 

L’utilisation des bactéries lactiques pour une application industrielle donnée est 

déterminée par leurs propriétés fonctionnelles et technologiques. Celles-ci recouvrent les 

propriétés suivantes : activité acidifiante, propriétés enzymatiques (activité protéolytique, 

peptidasique et lypolytique), production de métabolites d’intérêt  telle que la peroxyde 

d’hydrogène, les acides organiques et les bactériocines. 
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D’autres qualités ont depuis été associées aux bactéries lactiques lorsqu’elles sont 

associées aux produits alimentaires comme l’augmentation des valeurs nutritionnels des 

aliments, la réduction de la formation de produits toxiques et la propriété de probiotique. En 

plus de la propriété de bioconservation, plusieurs propriétés ont été attribuées aux bactéries 

productrices de bactériocines telles que la diminution des gaz dus à la fermentation ainsi qu’à 

l’amélioration du goût et de la qualité du produit fini (Makhloufi, 2011). 

La capacité des bactéries lactiques à synthétiser des EPS joue un rôle important pour la 

consistance et la rhéologie des produits transformés (Welman et al., 2003). Ces composés 

polymères sont généralement considérés comme des agents épaississants naturels en industrie 

alimentaire. Les Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus et Steptococcus thermophilus produisant des 

EPS sont utilisés en tant que starters fonctionnels dans la fabrication des yaourts, ceci afin 

d’améliorer la texture, éviter la synérèse et augmenter la viscosité des produits finis (Durlu-

Özkaya et al., 2007). L’utilisation des EPS produits par les souches Lactococcus lactis ssp. 

cremoris est très prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés 

(Ruas-Madiedo et al., 2005).  

Les bactéries probiotiques peuvent être décrites comme étant «un supplément 

alimentaire microbien qui peut affecter favorablement l’animal hôte en améliorant sa rôle 

intestinale. Les produits contenant des bactéries probiotiques peuvent avoir un effet 

prophylactique et ainsi prévenir un déséquilibre de la flore intestinale ou un effet 

thérapeutique et rétablir l'équilibre de la flore intestinale lorsqu’il est perturbi. Les bénéfices 

potentiels des probiotiques vont de la suppression de l’activité de certains pathogènes à 

l’amélioration de l’utilisation du lactose, de la réduction du cholestérol sanguin et du niveau 

de substances carcinogènes, l’inactivation de composés toxiques ainsi que la stimulation du 

système immunitaire; donc ces micro-organisme sont bénéfiques pour la santé de l’hôte 

(Ninane et al., 2009). 

 

VII.  Propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques 

 Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques peuvent être associées à de 

nombreux éléments. Elles résultent de l’effet combiné de différents facteurs biologiques 

provenant de leurs activités métaboliques. 

Les produits principaux du métabolisme des bactéries lactiques sont les acides 

organiques qui sont produits soit par la voie homofermentaire, soit par la voie 
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hétérofermentaire. Grâce à cette production d’acides organiques, les bactéries lactiques 

diminuent le pH du milieu dans lequel elles se multiplient en inhibant une partie de la flore 

qui s’y développe.  Leur compétitivité est améliorée étant donné leur grande tolérance aux pH 

bas extra et intracellulaires. Outre la diminution du pH du milieu, l’effet antagoniste des 

acides organiques résulte de l’action de leur forme non dissociée. En effet, la forme non 

dissociée de l’acide peut traverser passivement la membrane et acidifier le cytoplasme par 

libération du proton, ce qui affecte le métabolisme cellulaire en inhibant certaines fonctions  

Les bactéries lactiques ne possèdent pas de catalase typique contenant un noyau hème 

pour dégrader le peroxyde d’hydrogène en oxygène et en eau. Il peut s’accumuler et être 

inhibiteur de différents micro-organismes par l’oxydation des lipides membranaires et la 

destruction des structures des protéines cellulaires fonctions (Kostinek et al., 2005).  

Le dioxyde de carbone est formé pendant la fermentation hétéro lactique et crée un 

environnement anaérobie qui inhibe les microorganismes aérobies. L’accumulation de 

dioxyde de carbone dans la bicouche lipidique peut causer un dysfonctionnement de la 

perméabilité ce qui peut  inhibées la développent de souche pathogènes  (Ammor et al., 

2006). 

Le diacétyl (C4H6O2) est synthétisé par différents genres de bactéries lactiques comme 

Lactococcus sp, Leuconostoc sp., Lactobacillus sp. et Pediococcus sp., il un des composants 

aromatiques essentiels du beurre. Il a des propriétés antimicrobiennes qui sont dirigées contre 

les levures, les bactéries Gram-négatif et les bactéries Gram-positif. Les concentrations 

nécessaires à l’obtention d’une inhibition sont de l’ordre de 100 ppm, et sont supérieures à 

celles présentes dans le beurre et susceptibles de provoquer son arôme  (Dortu et al., 2008). 

 

VIII.  Les bactériocines : peptides antibactériens produits par les 

bactéries à Gram positif selon la voie ribosomique 

 

VIII.1. Introduction   

Les micro-organismes sont une source importante de peptides antimicrobiens et au fur et 

à mesure qu’un grand nombre de structures sont élucidées, il apparaît de plus en plus clair que 

beaucoup sont des peptides hautement modifiés contenant de nombreux motifs chimiques 

originaux et disposant d’un grand degré de diversité structurale. Chez les procaryotes, si le 
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rôle de ces peptides et protéines se révèle multiple, leur fonction première malgré tout est une 

fonction de défense. En effet, comme chez les eucaryotes, ces peptides et protéines empêchent 

par leur caractère antibiotique, la prolifération de micro-organismes externes ou internes à 

leur écosystème naturel (Riley et Gordon, 1999 ; Riley et Wertz, 2002a,b; Riley et al., 

2003). Ils permettent ainsi de stabiliser un équilibre de la flore microbienne dans un 

écosystème donné. Des études sur l’origine biosynthétique des peptides antimicrobiens 

montrent qu’il faut clairement différencier les peptides antibiotiques "classiques" 

(gramicidines, polycétides) synthétisés par des complexes enzymatiques multifonctionnels, 

de ceux synthétisés de façon ribosomique. Parmi cette dernière classe de peptides 

antimicrobiens, nous pouvons citer les bactériocines et les microcines. 

D’après Hancock et Chapple, les peptides antimicrobiens se répartissent en deux 

catégories : ceux issus d’une synthèse non ribosomique, et ceux dit « naturels », selon le 

terme utilisé par les auteurs, issus d’une synthèse ribosomique (Hancock et Chapple, 1999 ; 

Nolan et Walsh, 2009). Cependant les peptides antimicrobiens peuvent aussi provenir du 

clivage protéolytique de protéines naturellement présentes dans l’organisme. 

 

VIII.2. Définition  

 

Le terme bactériocine regroupe en fait tous les peptides antimicrobiens d’origine 

bactérienne issus de la voie ribosomique. La première définition (Tagg et al., 1976) les 

désigne en effet comme des substances protéiques présentant une activité bactéricide dirigée 

contre des espèces phylogénétiquement proches (Jack et al., 1995; Klaenhammer, 1988, 

1993; Sablon et al., 2000). Dans la pratique, les bactériocines désignent aujourd’hui le plus 

souvent les peptides antimicrobiens produits par les bactéries à Gram positif et plus 

particulièrement les bactéries lactiques.  

Les principales espèces bactériennes impliquées dans la synthèse de bactériocines sont 

des membres des genres Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, 

Enterococcus, Pediococcus, Bifidobacterium et Carnobacterium. Un grand nombre de ces 

bactéries sont connues pour leur contribution au développement des arômes dans les aliments 

et au ralentissement de leur détérioration. Ainsi, elles sont largement utilisées dans l’industrie 

alimentaire. Les plus utilisées sont les bactériocines de la classe I (lantibiotiques) et en 

particulier la nisine, et celles de la classe IIa. 
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VIII.3. Classification  

 

Afin de regrouper les peptides antimicrobiens des bactéries à Gram positif, plusieurs 

classifications ont été proposées dans différentes revues (Nes et al., 2007 ; Cotter et al., 

2005; Daw et Falkiner, 1996; Diep et Nes, 2002; Heng et Tagg, 2006; McAuliffe et al., 

2001), toutes inspirées de la classification établie en 1993 par Klaenhammer pour les 

bactériocines de bactéries lactiques (Klaenhammer, 1993). 

La classification suivante (Tableau 10) est proposée par Bastos et al. (Bastos et al., 

2009) d’après les classifications de Klaenhammer en 1993 et de Heng en 2006 (Heng            

et Tagg, 2006).  

Tableau 10 : Classification des bactériocines produites par les bactéries à Gram positif 

(Bastos et al., 2009). 

 

� Les bactériocines de classe I ou lantibiotiques  

Sont des peptides de faibles masses moléculaires (< 4 kDa), possédant des modifications 

post-traductionnelles complexes caractérisées par la présence de résidus modifiés de type 

lanthionine (Guder et al., 2000; Sablon et al., 2000). Cette classe est divisée en 2 sous-

classes, A et B. 

Une trentaine de lantibiotiques sont connus à ce jour. Ils ont été classés en deux sous-

classes sur la base de leur origine biosynthétique, de la localisation des ponts thioéther et de 

leurs activités biologiques. Le principal représentant de la sous-classe A est la nisine, qui est 

couramment utilisée dans l’industrie alimentaire comme conservateur naturel sous le nom de 
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Nisaplin® (Delves-Broughton et al., 1996) (Figure 13). Parmi les lantibiotiques les plus 

connus, on peut aussi citer la subtiline (Gross et Kiltz, 1973) et l’épidermine (Allgaier et 

al., 1986). Ce sont des peptides cationiques d’une trentaine de résidus présentant des 

structures amphiphiles, allongées et flexibles.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. (A) Séquence de la nisine appartenant à la classe I des bactériocines. Les acides 
aminés modifiés (Dha, Dhb et Abu) sont en vert. Le pont thioéther est représenté en rose. (B) 
Représentation des acides aminés modifiés (Petit, 2009). 

 

Contrairement à ceux de la sous-classe A, les lantibiotiques de la sous-classe B sont des 

peptides d’une vingtaine de résidus possédant une charge négative ou nulle, des structures 

globulaire, compactes et rigides, parmi lesquels figurent les duramycines, les cynnamycines 

(Fredenhagen et al., 1990; Kaletta et al., 1991) et la mersacidine (Prasch et al., 1997). 

Les lantibiotiques sont actifs contre de nombreuses bactéries pathogènes, comme 

Listeria ou Salmonella, responsables d’infections. Cette particularité permet aux 

lantibiotiques d’être utilisés comme conservateurs alimentaires (Cotter et al., 2005). 

Le système génétique impliqué dans la biosynthèse et la régulation de la biosynthèse des 

lantibiotiques est, le plus souvent, présent sous forme de groupes de gènes (clusters). Ces 

clusters ont été largement étudiés ces dernières années (Bierbaum et Sahl, 2009 ; Jack et al., 

1998). 

Contrairement à un grand nombre de peptides antimicrobiens d’eucaryotes dont le mode 

d’action implique une interaction directe du peptide avec la membrane cytoplasmique des 

bactéries, entraînant une perturbation de sa perméabilité et la mort des micro-organismes, les 

lantibiotiques présentent des mécanismes d'action plus complexes et affectant d'autres cibles. 
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Les lantibiotiques de la sous-classe B inhibent des fonctions enzymatiques par des 

interactions avec des substrats : citons comme exemple la mersacidine (Brotz et al., 1995; 

Chatterjee et al., 1992) et l’actagardine (anciennement appelé gardimycine) (Somma et al., 

1977), qui inhibent la biosynthèse du peptidoglycane en formant un complexe avec le lipide II 

(ce dernier assure le transport du peptidoglycane du cytoplasme à la paroi). La nisine, 

prototype des lantibiotiques de la sous-classe A, possède un mode d’action double : elle 

interagit avec le lipide II, inhibant ainsi la biosynthèse du peptidoglycane, et forme également 

des pores hétéromoléculaires dans la membrane des bactéries, impliquant des monomères de 

nisine et des monomères de lipide II (Hsu et al., 2004 ; Zacharof et Lovitt, 2012) (Figure 

14). Ce mode d'action complexe et original explique la très grande efficacité de ce peptide 

antimicrobien actif à des concentrations nanomolaires. 

Figure 14. Mode d’action des bactériocines d’après Cotter et al. (2005). 
 
Des bactériocines de classe I comme la nisine possèdent un double mode d’action. La nisine 
se lie au lipide II (transporteur du peptidoglycane du cytoplasme à la paroi cellulaire) 
empêchant la formation de la paroi et provoquant la mort de la bactérie. Elle utilise aussi le 
lipide II pour s’insérer dans la membrane et former des pores hétéromoléculaires. 
Les bactériocines de classe II (comme la sakacine) ont en général une structure en hélice 
amphipathique, qui leur permet de s’insérer dans les membranes des bactéries, entraînant la 
dissipation du potentiel de membrane et la mort des bactéries. 
Les bactériocines de la classe III (bactériolysines) comme la lysostaphine agissent directement 
au niveau de la paroi cellulaire entrainant la lyse et la mort de la cellule. 
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Certains lantibiotiques n’appartiennent ni au type A ni au type B, comme la mutacine II 

(Woodruff et al., 1998) (Figure 15). C'est un peptide de petite taille (3245 Da) qui contient 

une β-méthyllanthionine ainsi que deux lanthionines en plus d’un acide aminé 

didéshydrogéné. Ce lantiobiotique. de par sa petite taille, ne peut pas tonner de pore au sein de 

la bicouche lipidique de la cellule cible. Ces peptides antibactériens agissent sur le potentiel 

de membrane (AΨ) ainsi que sur le gradient de pH (∆pH). De plus, ce peptide inhibe 

partiellement le transport de certains acides aminés (2-α-aminoisobutyrate et glutamate). 

Enfin, la mutacine II provoque la disparition du pool intracellulaire en ATP en inhibant l'ATP 

synthétase (Chikindas et al., 1995; Jasniewski, 2008). 

Figure 15: Structure de la mutacine II produite par Streptococcus mutans (Krull et al., 2000). 
 

� Les bactériocines de classe II  

Cette classe regroupe les petites bactériocines (< 10 kDa) thermostables et ne subissant 

pas de modification post-traductiomielle : cependant elles sont généralement synthétisées sous 

forme d’un prépeptide qui sera mature lors de son excrétion dans le milieu extracellulaire. Le 

site du clivage protéolytique du peptide leader s’effectue généralement au niveau d'un doublet 

de glycine. Le mécanisme d’action de ces bactériocines est principalement fondé sur la 

perméabilisation de la membrane de la cellule cible. Les bactériocines peuvent interagir avec 

cette dernière. En effet, ces peptides sont hydrophobes, cationiques et adoptent une structure 

secondaire en hélice a en milieu apolaire (Fregeau Gallagher et al., 1997 ; Wang et al., 

1999).  

Cette classe de bactériocines comprend une telle variété de structures, que leur 

classification comporte plusieurs sous-classes : IIa, IIb, IIc et IId (Gray et al., 2006; Cotter   

et al., 2005). 
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• Les bactériocines de classe IIa  

Sont des peptides caractérisés par une séquence consensus en partie N-terminale et une 

activité anti-Listeria ((Makhloufi, 2011 ; Nissen-Meyer, 2009 ; Henderson et al., 1992 ; 

Drider et al., 2006). Leur principal représentant est la pédiocine PA-1. Pour cette raison elles 

sont souvent nommées également bactériocines de type pédiocine ("pediocin-like 

bacteriocins").  Ces bactériocines sont produites, pour la plupart, par des bactéries lactiques et 

représentent le groupe de bactériocines de classe II le mieux étudié (Drider et al., 2006). 

Depuis la découverte de nombreuses bactériocines pendant les années 90, telles que la 

curvacine A (Tichaczek et al., 1993)/sakacine A (Axelsson et Holck, 1995), la leucocine A 

(Hastings et al., 1991), la mésentéricine Y105 (Fleury et al., 1996), la pédiocine PA-1 

(Henderson et al., 1992) et la sakacine P (Hühne et al., 1996), de nombreuses nouvelles 

bactériocines ont été découvertes et sont régulièrement découvertes, comme la mundticine L 

(Feng et al., 2009) et l’avicine A (Birri et al., 2010). 

• Les bactériocines de classe IIb  

Communément appelées «two-peptides», dont l’activité antimicrobienne optimale 

nécessite la présence des deux peptides complémentaires, le plus souvent en quantité 

équimolaire (Oppegård et al., 2007). Ils peuvent être actifs individuellement mais une 

synergie d’action est observée lorsqu’ils sont associés, comme par exemple pour l’entérocine 

L50A/L50B (Cintas et al., 1998). Ces peptides peuvent également être inactifs 

individuellement ; seul un mélange des deux composants permet d’observer une activité 

antibactérienne, comme c’est le cas pour la plantaricine JK (Diep et al., 1996). 

• Les bactériocines de classe IIc  

Sont des bactériocines cycliques, c’est-à-dire présentant une liaison peptidique 

intramoléculaire qui circularise le peptide (Kawai et al., 2004). Par ailleurs, le terme 

circulaire a été associé à ces bactériocines pour les distinguer des peptides cycliques comme 

les polymixines, la cyclosporine A et la gramicidine S synthétisées par la voie des peptide-

synthétases appellées NRPS (nonribosomal peptides synthetase) (Koglin et Walsh, 2009; 

Marahiel et Essen, 2009). Comme les autres bactériocines, les bactériocines circulaires 

agissent par la perméabilisation de la membrane cytoplasmique et la perturbation de la force 

protomotrice membranaire de la bactérie cible aboutissant à la mort cellulaire. 
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• Les bactériocines de classe IId  

Sont des peptides linéaires qui se distinguent des bactériocines de classe IIa (Diep and 

Nes, 2002): elles sont pour cette raison nommées aussi de type non-pédiocine ("non-pediocin-

like"), ou encore "one-peptide bacteriocins". 

Ce nouveau sous-groupe de bactériocines de classe II est représenté par la bacthuricine 

F4 et la thuricine 17. Elles possèdent une similarité de séquence en partie N-terminale et sont 

produites par des bactéries appartenant au genre Bacillus  (Jung et al., 2011 ; Gray et al., 

2006; Kamoun et al., 2005).  

� Les bactériocines de classe III ou bactériolysines  

Cette classe de bactériocines est définie comme étant des peptides de hauts poids 

moléculaire (> 30 kDa) et thermosensibles. Peu de bactériolysines ont été caractérisées sur le 

plan biochimique comme la lysostaphine (Simmonds et al., 1997) ou l’entérolysine A 

(Hickey et al., 2003). Leurs mécanismes d’action se sont révélés différents de ceux des autres 

bactériocines, car leur activité antibactérienne implique l’hydrolyse d’une partie de la 

membrane externe. Ces bactériocines possèdent une région catalytique homologue à des 

endopeptidases en partie N-terminale, la partie C-terminale intervenant plutôt comme site de 

reconnaissance pour la cible (Zacharof et Lovitt, 2012 ; Johnsen et al., 2005). 

� Les bactériocines de classe IV  

Cette dernière classe regroupe les protéines couplées à une partie non protéique (lipide, 

oligosaccharide). Cette classe est très peu représentée voire éliminée (Zhang et al., 2012; 

Drider et al., 2006). Leuconostoc paramesenteroides OX produit une molécule 

antimicrobienne, la leucocine S, appartenant à cette classe. Cette protéine de haut poids 

moléculaire, thermosensible, perd totalement son activité vis-à-vis de Lactobacillus sakei en 

présence d’α-amylase, enzyme dégradant les glucides complexes. Un prétraitement de la 

souche cible avec cette même enzyme n’affecte pas l’activité de la leucocine S. Par 

conséquent, l’α-amylase agit directement sur la bactériocine et non sur un récepteur potentiel 

présent sur la souche sensible. Sa nature glycoprotéique a été confirmée lors d’une SDS-

PAGE suivie d'une coloration au bleu Alcian (Lewus et al., 1992). Face à la complexité et à 

l’hétérogénéité de cette classification, certains auteurs ont proposé d’établir des classifications 

selon le genre producteur ; une classification pour les bactériocines produites par le genre 

Enterococcus est ainsi disponible (Franz et al., 2007 ; Jasniewski, 2008). 
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Les maladies infectieuses demeurent la première cause de mortalité dans le monde. La  

recherche de nouvelles substances antimicrobiennes dont le spectre d’activité serait plus large 

tout en étant moins agressif pour l’organisme hôte est donc toujours un sujet d’actualité. 

Les actinomycètes représentent les principales sources de métabolites secondaires à 

activité anti cellulaire. Ce groupe produit plus de 3.000 antibiotiques à activité antibactérienne 

ou antifongique. Les actinomycètes sont aussi la source de substances anticancéreuses, 

antihelminthiques, insecticides, herbicides et de substances ayant des activités biologiques les 

plus diverses (immunosuppressive, immunostimulantes). 

Le criblage a toujours été la voie essentielle pour parvenir à de nouvelles familles de 

molécules antimicrobiennes antibactériennes et antifongiques, à partir d’échantillons 

provenant des habitats les moins habituels qui peuvent être exploités pour la recherche de 

métabolites secondaires. 

L’objectif de ce travail est:    

- Le criblage de souches d’actinomycètes d’origine terrestre potentiellement 

productrices des substances antimicrobiennes et  les souches retenues feront l’objet de 

l’isolement, l’extraction, la purification et la détermination de la structure des molécules 

bioactives ; 

- Le criblage des bactéries lactiques et/ou leurs métabolites a partir de produits laitiers 

traditionnels; En effet ces ferments  sont   utilisés depuis des millénaires d’une façon 

empirique par de nombreuses populations, pour  contrôler  la prolifération et l’inhibition de 

souches bactériennes pathogènes actuellement  devenues résistantes aux traitements usuels. 

Dans cette contribution nous nous somme plus intéressé  à la caractérisation  des 

bactéries actinomycétales  et de leurs métabolites, les bactéries lactiques ont été traitées d’une 

manière assez restreinte et nous espérons les développer plus tard. 
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Chapitre I.  

 

Les actinomycètes  

 

 

 

I.  Prélèvement des échantillons  

 

Le travail porte sur la production des substances antimicrobiennes secrétées par des 

actinomycètes isolées à partir du sol. Dix huit échantillons sont prélevés de différents sites de 

wilayas de Tlemcen et de Laghouat (Tableau 11  et Figure 16).  

Les prélèvements à partir de la couche rhizosphérique  ont été effectués pendant la 

période du juillet 2007 jusqu’au septembre 2008, de manière aléatoire et simple (Tableau 12). 

A l’aide d'une grande spatule stérile, les cinq premiers centimètres de la couche 

superficielle du sol sont écartés (sauf pour le premier échantillon (E1H)), nous avons prélevé 

alors avec une petite spatule stérile dans la couche sous-jacente (entre 5 et 20 cm de 

profondeur) 20 à 200 g de terre qui sont placés dans un sachet stérile soigneusement fermé et 

transporté au laboratoire (Kitouni, 2007; Abdelaziz, 2006). 

Les prélèvements du sol ont été réalisés dans des conditions d’asepsie après écartement 

des gros débris (pierres, racines, etc.). Ces échantillons ont été séchés à l’air ambiant et broyés 

dans un mortier pour éliminer les grumeaux de terre et faciliter l’isolement des souches 

d’actinomycétales. 
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Tableau 11: Situation géographique des stations d’échantillonnage.   
 
 

Région Altitude  
(mètres)  

Latitude (N) Longitude  Etage bioclimatique 

Tlemcen 843  34° 52'   1° 18' Ouest Semi-aride 

Laghouat 824  33° 34'  2° 40' Est Aride à Saharien 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16: Carte d’Algérie montrant les régions d’échantillonnage (Djazaïrouna l’Atlas 
pratique de l’Algérie, 2004).  
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Tableau 12 : Origines et aspects des échantillons des sols prélevés.  

 

 

 

 

Échantillon Région Origine Profondeur 
(cm) 

Remarque 

E1H 
 

W
ila

ya
 d

e 
T

le
m

ce
n

 

Sol de Forêt 01 
(Tlemcen) 

5 premiers cm Humus (matière organique : 
noir) 

E1 Sol de Forêt 01 
(Tlemcen) 

5 – 20 Sol fin brun noir 

E2 Sol de Forêt 02 
(Tlemcen) 

5 – 20 Sous forme de morceaux 
durs marron 

E3 Barrage de la Wilaya  5 – 20 Sol de  calcaire, marron vert   
E4 Sol de Forêt 03 

(Tlemcen)  
5 – 20 Sol dur, des morceaux noir-

marron-rouge 
E5 Sol de Forêt 04 (Aïn 

Fezza) 
5 – 20 Sol marron 

E6.1 Sol d'Oued  (Oued 
Chouli) 

10 – 15 Couche homogène pâteuse 
rouge 

E6.2 Sol d'Oued  (Oued 
Chouli) 

10 – 20 Couche homogène pâteuse 
noire 

E7 Sol d'un Montagne 
rocheux  

03 – 11 Sol marron-rouge 

E8 Sol d'un Montagne 
rocheux  

05 – 16  
 
 
Sol marron fin 
 

E9 Sol Montagneux  04 – 11 

E10 Sol d'un Montagne 
rocheux  

05 – 15 

E11 Sol d'un Montagne 
rocheux  

04 – 12 

E12 

 
W

ila
ya

 d
e 

 L
ag

ho
ua

t 

Sol des Oasis d’une 
palmeraie (El Assafia) 

05 - 13  
 
 
 
 
 
Sol de palmiers dattiers  
 
 

E13 Sol des Oasis d’une 
palmeraie (El Assafia) 

05 –12 

E14 Sol des Oasis d’une 
palmeraie (El Assafia) 

05 - 18 

E15 Sol des Oasis d’une 
palmeraie (El Assafia) 

05 - 12 

E16 Sol des Oasis d’une 
palmeraie (El Assafia) 

08 - 16 Sol de palmiers dattiers avec 
humus 
 

E17 Oued M’Zi-Laghouat 05 - 20 Période sèche (absence 
d’eau) 



MatérielMatérielMatérielMatériel    et méthodes et méthodes et méthodes et méthodes ----                                                                                                                                                                                Chapitre IChapitre IChapitre IChapitre I    : Les actinomycè: Les actinomycè: Les actinomycè: Les actinomycètes tes tes tes     

61 
 

II.  Données physico-chimiques et pédologiques  

Les analyses physico-chimiques et pédologiques des lieux de prélèvements (oasis, 

montagnes et oueds), ont été réalisées dans un but de voir la relation entre les 

microorganismes isolées et les caractéristiques de leurs écosystèmes (teneurs en matière 

organique, CaCO3, conductivité : indicateur sur la salinité du sol, …). Ces différentes analyses 

ont été effectuées au sein d’une entreprise publique : Laboratoire des Travaux Publics de 

l’Ouest (LTPO) à Tlemcen.  

 

III.  Isolement, purification et conservation des actinomycètes 

Les ensemencements sont effectués par la méthode de suspension-dilutions. On met en 

suspension 5g du sol sec dans 45 mL d’eau physiologique stérile (NaCl 9 g.L-1), ce qui 

représente la dilution 10-1. Après homogénéisation au vortex, on réalise des dilutions décimales 

dans l’eau physiologique stérile jusqu’à 10-5 (Bastide, 1986 ; Kitouni, 2007), puis on étale 100 

µl de chaque dilution à la surface des milieux de culture :  

- Chitine-B vitamins medium (Hayakawa et Nanomura, 1987) 

- Milieu Olson (1968) ; 

- Milieu de Bennett (Jones, 1949 ; Wakisaka, 1982 in Bastide, 1986); 

- Milieu ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966) ; 

- Gélose Trypticase de Soja (T.S.A) (Krishnamurthi et Chakrabarti, 2013) ;  

- Plate Count Agar (P.C.A) (Krishnamurthi et Chakrabarti, 2013) ;  

- Gélose Nutritive (G.N) (Kim et al., 2013). 

Tous les milieux utilisés dans cette étude contiennent des antifongiques : le 

cycloheximide (50 µg/mL) et la nystatine (30 µg/mL) (Williams et Davies, 1965 in Bastide, 

1986). Les solutions d’antifongiques sont préparées extemporanément en acétone 

(cycloheximiode) et en eau (nystatine). Elles sont ajoutées aseptiquement aux différents 

milieux après stérilisation de ceux-ci. 

Après ensemencement, les boites sont incubées à 28±1°C pendant 2 à 4 semaines                        

et examinées régulièrement. Les colonies présentantes les critères des actinomycètes sont 

repiquées et purifiées sur les milieux Bennett ou T.S.A (Bastide, 1986). La conservation a été 

faite à +4°C dans des tubes en verre spécifiques (25x100) et à -20°C dans le glycérol à 20 % 

(v/v) (Bastide, 1986 ; Kitouni, 2007). 
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IV.  Test d’activité antimicrobienne  

IV.1. Méthode des cylindres d’agar  

 

IV.1.1. Test d’activité antibactérienne  

 

L’étude de la production des substances inhibitrices vis-à-vis des bactéries-tests à Gram 

positif et à Gram négatif a été faite après une incubation à 28±1°C pendant 14 jours des 

souches d’actinomycétales qui sont ensemencées en stries serrées sur des boîtes de Pétri 

contenant le milieu Bennett gélosé.  

Le tableau suivant donne l’origine de ces bactéries pathogènes. 

Tableau 13 : Souches utilisées dans le test d’activité antimicrobienne. 

 

Pour chaque bactérie-test, un inoculum a été réalisé à partir d’une culture de 24 h, mis 

en suspension dans le milieu LB (Luria-Bertani Medium) stérile de telle manière à obtenir une 

densité optique entre 0,08 à 0,1 pour une longueur d’onde de 625 nm. 

Le milieu M72 sur lequel nous avons effectué le test d’activité antibactérienne est 

préalablement ensemencé par une surcouche de milieu TSA faiblement gélosé et inoculé par 

les  bactéries-tests en amas; par la suite, on dépose des cylindres d’agar de 6 mm de diamètre 

coupés à partir du milieu Bennett gélosé. 

L’ensemble est placé dans un réfrigérateur à 4°C pendant 2 h pour permettre aux 

substances actives de diffuser dans la gélose, ensuite les boîtes sont incubées à 37±1°C 

pendant 24 h. Les diamètres des zones d’inhibition apparues sont mesurés autour des 

cylindres d’agar (Shomura et al., 1979; Saadoun et  Al moumani, 1997; Petrosyan et al., 

2003 ; Boudjelal et al., 2011). L'antibiotique ampicilline (10µg/mL) est utilisé comme 

témoin. 

Bactérie Gram Code Origine   

Staphylococcus aureus 

 
P

os
iti

f 

ATCC 6538  

 

Muséum National 
d’Histoire Naturelle 

(Paris) 

Micrococcus luteus  ATCC 9341 

 Pseudomonas aeruginosa 
 

 
né

ga
tif

 

ATCC 27853 

Escherichia coli   
 

ATCC 8739 

Vibrio alginolyticus CIP 103336 
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IV.1.2. Test d’activité antifongique  

Le test de l’activité antifongique réalisé sur Candida albicans (origine MNHN) est 

effectué sur le milieu Sabouraud ensemencé par 1 ml d’une suspension de préculture. La 

nystatine (50µg/mL) et l’amphotéricine (50µg/mL) sont utilisées comme des témoins. 

L’incubation se fait 48 h à 30±1°C. 

 

IV.2.  Méthode des puits  

Les souches d'actinomycètes sont mises en culture dans 5 ml du bouillon Bennett, puis 

incubées 7 jours à 28±1°C et agitées chaque 2 h. 

Des puits de 6 mm de diamètre sont creusés dans les milieux tests préalablement 

ensemencés avec un germe cible. 100 µL de la culture d’actinomycète ont été déposés dans 

chaque puits (excepté pour C. albicans  uniquement 50 µL). Après 30 min d'incubation à la 

température ambiante, les boites de Pétri sont incubées à 37±1°C pendant 24 h pour les 

bactéries et à 30±1°C pendant 48 h pour C. albicans.  Les diamètres de la zone d'inhibition 

sont alors mesurés (Lemriss et al., 2003 ; Valanarasu et al., 2010). 

 

V. Extraction et purification des molécules actives 

En milieu solide, les souches d’actinomycètes sont cultivées sur le milieu Bennett à 

28±1°C jusqu’à l’apparition des spores (environ une semaine). Nous avons procédé par la 

suite à l’ensemencement des Erlenmeyers à baffle contenant des bouillons M65 et Bennett 

pour la production de peptides antimicrobiens. Après environ une semaine d’incubation à 

28±1°C et sous agitation de 160 rpm, une centrifugation a été faite à 4000 rpm pendant 20 

min à 4°C. Ensuite,  nous avons testé la présence des activités antibactériennes soit 

directement sur le surnageant brut, soit après des étapes d’extraction des molécules à partir du 

culot. 

 

V.1. Extraction des molécules actives à partir du culot   

 Le mycélium est repris par quatre fois avec le mélange acétone-méthanol (50%-50%). 

Après la centrifugation pendant une nuit à 150 rpm  et à 4°C, le mélange est filtré sur la laine 

de verre (Supelco, Glass Wool), puis le filtrat obtenu est dilué cinq fois par l’eau distillée           

et conservé à -20°C. 
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 Les extraits actifs contre les bactéries cibles ont été fractionnés par la chromatographie 

d’exclusion en utilisant une colonne bien tassée de gel de silice 60 dont la taille des particules 

est comprise entre 0,035–0,070 mm fournie par Fluka. L’élution a été réalisée avec le 

méthanol et les différentes fractions obtenues ont été testées sur les souches pathogènes.  

Les fractions actives ont été soumises à une étape de purification par HPLC en phase 

inverse en utilisant une colonne C18 (300 × 4,6 mm) à un débit de 0,5 ml/min, avec deux 

solvants : le solvant A (99,9% d'eau, 0,1% d'acide trifluoroacétique "TFA") et le solvant B 

(99,9% d'acétonitrile, 0,1% TFA). Le programme d’élution est le suivant : de 0 à 5 min (90% 

A, 10% B), de 5 à 30 min (50% A, 50% B), de 30 à 35 min (20% A , 80% B), de 35 à 50 min 

(10% A, 90% B) et de 50 à 60 min (90% A, 10% B). Les protéines sont détectées par UV à 

une longueur d’onde de 280 nm (Smaoui, 2010).  

 

V.2. Extraction des molécules actives à partir du surnageant brut 

Les surnageants bruts les plus actifs contre les bactéries cibles ont été passés sur 

cartouche SepPak® C18 (Waters Corp.) préalablement régénérée avec du méthanol et 

équilibrée avec H2O-TFA 0,1 % pH 2. La cartouche a ensuite été lavée avec H2O-TFA 0,1 % 

puis des élutions à 25 et 30 % d’ACN dans H2O-TFA 0,1 % ont été effectuées. L’ACN 

contenu dans la fraction 30 % a été évaporé sous vide dans un concentrateur SpeedVac 

(Savant), puis la fraction a été lyophilisée. Les molécules contenues dans cette fraction ont été 

purifiées par HPLC en phase inverse C18 sur une colonne µBondapak (10 µm, 300 mm × 3.9 

mm ; Waters Corp.) à l’aide d’un gradient de 0 à 60 % d’ACN dans H2O-TFA 0,1 % en 30 

min avec un débit de 1 ml/min. La purification a été suivie par mesure de l’absorbance à 226 

nm (Duquesne, 2007).  

 

V.3. Activité antibactérienne 

Les tests antibactériens des fractions récupérées par HPLC ont été réalisés en milieu 

solide recouvert d’une gélose molle contenant 107 bactéries/mL de la souche cible. 

Des cultures de bactéries cibles ont été réalisées à partir de précultures de la nuit. Ces 

bactéries ont été cultivées jusqu’à ce que l’A620nm soit comprise entre 0,2 et 0,4. Une 

suspension de la culture bactérienne a été mélangée à de la gélose molle de la manière 

suivante : 

Le volume de la culture bactérienne (µL) inoculé à 10 ml de gélose molle = 30/ A620nm. 
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10µL du produit à tester ont ensuite été déposés directement sur la gélose molle 

préalablement mélangée à la bactérie cible. Des contrôles positifs ont été réalisés en déposant 

10 µL de chloramphénicol et de la Kanamycine (30 µg/ 10µL) sur le mélange gélose molle/ 

bactérie cible. 

L’ensemble a ensuite été cultivé pendant la nuit. Les diamètres des zones d’inhibition de 

croissance ont été mesurés après 16 h de culture (Makhloufi, 2011). 

 

V.4. Analyses chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse LC-MS 

Les fractions issues du fractionnement des extraits de mycélium ont été analysées par 

LC-MS sur un spectromètre de masse de type électrospray – temps de vol (ESI-Qq-TOF) Q-

STAR Pulsar (AB Sciex) muni d’une chaîne micro-HPLC U3000 (Thermo). Les échantillons 

ont été injectés sur une colonne Strategy C18-2 (150 × 1 mm, 5 µm, Interchim), sous un débit 

de 40 µL/min et un gradient H2O/0,1% FA (solvant A) et ACN (solvant B) avec une 

augmentation linéaire de 0% B à 60% B en 30 min, puis de 60 % B à 100% B en 5 min. Le 

spectromètre de masse a été utilisé en mode positif sur la gamme de m/z 250 - 1300. 

 

VI.  Identification de souches d’actinomycétales actives   

VI.1. Critères morphologiques 

VI.1.1. Macromorphologie et caractères culturaux  

L’aspect phénotypique de la colonie et les caractères culturaux sont déterminés sur les 

milieux Bennett et Amidon-caséine. 

Les inoculums sont ensemencés par la méthode de stries. Après 7 et 14 jours 

d’incubation à 28±1°C, l’importance de la croissance et le développement du mycélium aérien 

sur chaque milieu sont observés. La pigmentation du mycélium aérien et celui du substrat (le 

dos de la colonie) et la présence de pigments diffusibles dans la gélose autre que les pigments 

mélanoïdes sont notés (Shirling et Gottlieb, 1966). 

 

VI.1.2. Etude micromorphologique  

VI.1.2.1. Observation au faible grossissement 

Une colonie entière est placée sur une lame stérile et après élimination du maximum 

d’agar, elle est légèrement écrasée avec une lamelle et observée sous microscope optique     

(Grossissement ×40) (Suzuki, 2001). 
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VI.1.2.2. Observation au fort grossissement 

Il s’agit d’une observation au microscope optique (Grossissement ×100), après 

coloration de Gram. C’est une double coloration qui nous permet de connaître la forme, 

l’arrangement, la pureté ainsi que la nature biochimique de la paroi des cellules purifiées 

(Delarras, 2007 ; Duraipandiyan et al., 2010). 

 

VI.1.2.3. Observation au microscope électronique à balayage 

Les observations au microscope électronique à balayage (MEB) sont réalisées au 

Service de Microscopie Électronique des laboratoires des Sciences de la Vie du Muséum 

National d’Histoire Naturelle grâce à la collaboration du docteur S. ZIRAH (UMR 7245 

CNRS / MNHN 63, rue Buffon - 75005 PARIS). 

A l’aide d’une pipette Pasteur stérile, les souches d’actinomycètes, qui développaient 

une activité antibactérienne importante sur les bactéries test, sont ensemencées sur milieu de 

sporulation SFM (Soya Flour Mannitol Agar) (Hobbs et al., 1989). Les boites de Pétri sont 

incubées à 28±1°C. La croissance des colonies et ses couleurs sont surveillées du premier jour 

jusqu’à la 3ème semaine d’incubation. 

Pour la préparation des échantillons pour la MEB, les colonies sont déposées dans une 

solution de glutaraldéhyde à 3% et incubées pendant 1h (ou toute la nuit) à 4°C. Après faire 3 

lavages de 10 min dans chaqu’un des solvants  suivant : tampon phosphate, éthanol à 70%, 

éthanol à 95% et éthanol absolu, respectivement. 

Avant l’observation microscopique des actinomycètes, on doit réaliser un point critique 

et une métallisation en Or des colonies.  

 

* Séchage par point critique   

Le sécheur par point critique K850 Point Drier permet le séchage des échantillons sans 

les détériorer. La chambre du sécheur est refroidie jusqu'à une température de -10°C puis est 

pressurisée en CO2. Une circulation de CO2 liquide est générée de manière à remplacer tout 

l'éthanol. Lorsque tout le solvant est chassé, la chambre est chauffée : la température et la 

pression montent de manière à dépasser le point critique du CO2 (Pc = 74 bar, Tc = 31°C). La 

chambre est dépressurisée tout en étant maintenue à une température supérieure à la 

température critique du CO2. 
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* Métallisation 

Lorsque les échantillons sont déshydratés, on enlève chaque colonie de leurs petites 

cuves puis on les transferts sur des plots métalliques porte-objet. Les plots avec échantillons 

sont introduits dans l'enceinte du métalliseur dans laquelle on fait le vide. On laisse remonter 

un peu la pression en introduisant le gaz argon. On applique un puissant champ électrique 

entre une cathode et une anode qui porte les plots avec échantillon. Les électrons libres 

entraînés en spirale par un système magnétique entrent en collision avec les atomes d'Argon, 

ce qui génère des ions Ar+. Ces actions sont accélérées vers la cathode qu'ils bombardent avec 

assez d'énergie pour arracher des atomes d'or qui tombent en pluie sur la surface des 

échantillons, formant ainsi une fine couche conductrice. 

* Microscope électronique 

Le MEB utilisé est un Tescan de modèle VEGA II LSU. Un faisceau électronique très 

fin (sonde) balaie, point par point et ligne après ligne, la surface de l'objet. Diverses 

interactions entre les électrons incidents et la matière génèrent différents signaux utilisés pour 

construire des images tridimensionnelles de la surface des échantillons avec une résolution 

pouvant atteindre quelques nm. 

 

VI.2. Critères physiologiques et biochimiques  

VI.2.1. Production de pigments  mélanoïdes  

La mise en évidence de la production de ce pigment (pigment brun diffusible) est 

réalisée par la culture de la souche sur milieu gélosé ISP6. Les boites sont ensemencées en 

stries serrées et la production est appréciée après 2 et 4 jours d’incubation à 30±1°C. La 

pigmentation des milieux ensemencés est comparée avec celle du milieu stérile incubé dans 

les mêmes conditions (Shirling et Gottlieb, 1966; Margalith, 1992). 

 

VI.2.2.  Hydrolyse de l’amidon  

  La souche est ensemencée sur le milieu gélose nutritif contenant 1 % (P/V) d’amidon 

soluble, après 14 jours d’incubation à 30±1°C, la culture est recouverte d’une solution de 

Lugol. L’hydrolyse de l’amidon est mise en évidence par l’absence de coloration autour des 

colonies. Les zones contenant de l’amidon se colorent en brun (Geraldine et al., 1981). 
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VI.2.3. Hydrolyse de la caséine  

La souche est ensemencée sur milieu gélosé contenant de 2 à 5 % (P/V) de lait écrémé. 

L'apparition des zones claires autour des colonies après 7 à 14 jours d’incubation à 30±1°C 

témoigne l’hydrolyse de la caséine (Staneck et Roberts, 1974; Geraldine et al., 1981 ). 

 

VI.2.4. Hydrolyse de la gélatine  

La souche est cultivée sur milieu gélose nutritif contenant 0,4 % (P/V) de gélatine 

pendant 14 jours à 30±1°C. Les zones où la gélatine n'est pas dégradée s’opacifient 

lorsqu’une solution de chlorure mercurique est ajoutée. Les zones claires correspondent aux 

zones de l'hydrolyse (Geraldine et al., 1981). 

 

VI.2.5. Action sur le lait écrémé   

Des tubes contenant une solution de 10 % (P/V) de lait écrémé en poudre dans de l’eau 

physiologique sont ensemencés puis incubés à 30±1°C. Des observations régulières pendant 

14 jours permettent de noter la coagulation et la peptonisation (digestion totale) du lait 

provoquées par la souche (Williams et Cross, 1971). 

 

VI.2.6. Tolérance au chlorure de sodium   

Ce test est réalisé en milieu bouillon nutritif avec 0,7 % (P/V) de glycérol, réparti à 

raison de 10 ml par tube et contenant des concentrations croissantes de chlorure de sodium   

(0, 3, 5, 6, 7, 9 et 10 % P/V). 10 tubes de chaque concentration sont préparés. Après 

ensemencement, les tubes sont incubés à 30±1°C avec agitation. 

Le développement de la souche dans les différents tubes est observé après 14 et 28 jours 

d'incubation. La tolérance maximale au chlorure de sodium correspond à la dernière 

concentration présentant encore une croissance (Geraldine et al., 1981).  

 

 

VI.2.7. Croissance à différentes températures des souches représentatives  

 Les souches  actives sont ensemencées  sur le milieu Bennett gélosé, après incubation 

pendant 21 jours, la croissance est estimée visuellement à  5°C, 30°C, 37°C  et 55°C (±1°C) 

(Chun et al., 1998). 
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VI.2.8. Sensibilité aux antibiotiques   

Sur le milieu Mueller Hinton, la souche d’actinomycétale est ensemencée en surface. 

Les disques d’antibiotiques (tableau 14) sont déposés sur la surface de la gélose puis placés 

dans un réfrigérateur à 4±1°C pendant 2 h. La lecture est effectuée après 72 h d'incubation à 

30±1°C. La résistance est considérée comme positive lorsque aucune zone d'inhibition n'est 

observée (Chun et al., 1998; Monciardini et al., 2003). 

 

Tableau 14 : Différents antibiotiques utilisés dans l’antibiogramme. 
Antibiotique Charge (µg/disque) 

Erythromycine (E) 15 

Ampicilline (AM ) 10  

Acide nalidixique (NA) 30 

Tétracycline (TE) 30 

Pénicilline (P) 6 

Amoxicilline (AMX ) 25 

 

L’interprétation de l’antibiogramme a été réalisée selon les recommandations de la 

Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (CASFM) (2012). 

 

VI.2.9. Utilisation des différents substrats carbonés /Production de H2S : 

Ce test est réalisé en utilisant le milieu TSI (gélose au Glucose, Lactose, Saccharose     

et H2S). Des tubes contenant le milieu TSI sont ensemencés puis incubés  pendant 7 à 14 

jours à 30±1°C (Marchal et al., 1991). Les résultats se manifestent comme suit : 

-Lactose-saccharose positif: pente virant au jaune. 

-Glucose positif: culot jaune. 

-H2S positif: noircissement du milieu dans la zone joignant la pente. 

 

VI.2.10. Utilisation du citrate comme seule source de carbone  

La pente du milieu de citrate de Simmons est ensemencée selon une strie longitudinale 

au moyen d'une pipette Pasteur stérile avec un inoculum de la souche. L'incubation s'effectue 

à 30±1°C. L’observation de la croissance se fait quotidiennement durant une semaine 

(Marchal et al., 1991). 

 



MatérielMatérielMatérielMatériel    et méthodes et méthodes et méthodes et méthodes ----                                                                                                                                                                                Chapitre IChapitre IChapitre IChapitre I    : Les actinomycè: Les actinomycè: Les actinomycè: Les actinomycètes tes tes tes     

70 
 

VI.2.11. Réduction des nitrates  

Des tubes contenant 10 ml du milieu bouillon nutritif  supplémentés par  0,1 % (P/V) de 

nitrates de potassium sont ensemencés, puis incubés à 30±1°C. Au 5ème, 10ème et 14ème jour,      

3 gouttes des réactifs I et II sont ajoutées à 1 ml de la culture. La réduction des nitrates en 

nitrites est mise en évidence par l’apparition d’une coloration rouge. 

 

                        NO3
-  +  2H+         Nitrate réductase         NO2  +  H2O 

En l’absence de cette coloration, quelques milligrammes de poudre de zinc sont alors 

ajoutés: 

- L'apparition de la coloration rouge indique un test négatif (les nitrates du milieu ne 

sont pas réduits par la souche). 

- En l’absence de la coloration, le test est considéré comme positif (les nitrates sont 

réduits au-delà du stade des nitrites) (Marchal et al., 1991). 

 

VI.2.12. Recherche de catalase 

 Cette enzyme permet la dégradation du H2O2 qui résulte de l’oxydation par l’oxygène 

de l’air:                  

                           H2O2            
Catalase             H2O+ ½O2   

Cette réaction est mise en évidence simplement par contact de la culture avec une 

solution fraîche de H2O2 à 10 volumes : une goutte d’eau oxygénée est placée sur une lame en 

présence d’un échantillon de culture. Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse 

ou de bulle traduit la décomposition de dioxygène: le test catalase est positif et s’il n’y a pas 

de bulles: le test catalase est négatif (Delarras, 2007). 

 

VI.2.13. Recherche de l’Uréase   

4,5 ml d'eau physiologique contenant 4 gouttes d’Urée-indole sont ensemencées. La 

lecture effectuée après 48 h d'incubation à 30±1°C (Marchal et al., 1991). 

- Si la couleur de milieu vire vers le rouge: Uréase positive. 

- Si la couleur de milieu reste inchangée: Uréase négative. 

VI.2.14. Recherche de la production d’indole  

4,5 ml d'eau physiologique contenant 4 gouttes d’Urée-indole sont ensemencées. La 

lecture effectuée après incubation à 30±1°C pendant 48 h. 2 à 3 gouttes de réactif de Kovacs  

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

rouge  vermillon á la surface (Marchal et al., 1991). 
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• Remarque :  

La coloration de Gram, les tests de sensibilité aux antibiotiques et la recherche de 

catalase sont effectués pour les souches d’actinomycétales ainsi que pour les bactéries 

pathogènes.  

 

VI.3. Caractérisation génétique des souches d’actinomycètes 

 

VI.3.1. Extraction d’ADN génomique des actinomycètes   

Trois techniques de biologie moléculaire pour l’extraction de l'ADN génomique 

bactérien ont été utilisées et testées selon les protocoles de Miniprep of genomic DNA, de 

Kumar et al. (2010) et de Pernodet (2010). 

Les souches d’actinomycétales sont mises en culture dans 50 mL de bouillon Bennett 

durant 4 jours à 28±1 °C et sous agitation. Une centrifugation de 10 min à 13000 rpm et à une 

température de 4°C permet de culotter les bactéries. 

VI.3.1.1. Protocole de Miniprep of genomic DNA  

L’ADN des souches d’actinomycétales a été isolé à partir de 50 ml de culture avec un 

kit d'extraction Miniprep selon le protocole indiqué par le fabricant. Les souches bactériennes 

sont cultivées dans le bouillon Bennett à 28±1°C pendant 4 jours.  

50 µl du culot de culture cellulaire des actinomycètes sont remis en suspension dans 500 

µL de solution SET (75 mM NaCl, 25 mM EDTA pH 8, 20 mM Tris-HCl pH 7,5). 10 µL de 

lysozyme (50 mg/mL) sont ajoutés. Le mélange est incubé 30 min à 37±1°C sous agitation 

(800 rpm).  

Après l’ajout de 14 µL de proteinase K (20 mg/mL) et agitation, 60 µL de SDS 10% 

(p/v) sont additionnés et le mélange est laissé 1h à 55±1°C (ou jusqu’à l’homogénéisation 

totale). 

Après l’ajout de 200 µL de NaCl 5 M, et 500 µl de chlorofome et agitation respective 

après chaque adition, une centrifugation de 10 min à 12.000 rpm  permet d'éliminer les débris 

précipités. La phase aqueuse supérieure est récupérée et 480 µL (0.6 du volume du surnagent) 

d’isopropanol sont ajoutés; le mélange est centrifugé 5 min à 12000 rpm et le culot est lavé 

avec l’éthanol 70%, puis séché. L’ADN est ensuite repris dans 100 µL de TE (10 mM 

Tris/HCl, 25 mM EDTA pH 8).  
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VI.3.1.2. Extraction d’ADN génomique par le protocole de Kumar et al. (2010) 

Chaque souche est incubée à 30±1°C pendant 2 jours et sous agitation modérée (180 

rpm). Les tubes de milieu Bennett (30 ml) sont ensuite centrifugés à 10000 rpm pendant 10 

min dans une centrifugeuse thermorégulée à 4±1°C. Le surnageant de culture est 

soigneusement éliminé et 0,1g de la culture cellulaire est transféré stérilement dans un 

mortier, puis broyé avec de l’azote liquide. Le mycélium broyé est resuspendu dans 500 µl de 

tampon TE (10 mM Tris-HCl pH 8, 25 mM d’EDTA) auquel du lysozyme a été ajouté (20 

mg/mL final). 

Le mélange est incubé pendant 30 min à 37±1°C. 20 µL de protéinase K à 20 mg/mL            

et 20 µL de SDS à 10% sont ajoutés et le mélange obtenu est incubé à 55±1°C pendant 30 

min. Le lysat clair et visqueux obtenu est refroidi, puis il subit une extraction au 

phénol/chloroforme (v/v, 1/1). Après centrifugation à 10000rpm pendant 5 min, la phase 

aqueuse supérieure contenant l’ADN est recueillie puis additionnée d’éthanol à –20±1°C, le 

mélange est placé 30 min à –20±1°C. Après centrifugation, le culot est lavé deux fois à 

l’éthanol 90% (v/v). L’ADN obtenu est dissous dans le tampon TE contenant 20 µL de RNase 

à 20 µg/mL puis incubé à 37±1°C pendant 1h. L’opération d’extraction d’ADN avec 

phénol/chloroforme est renouvelée  une deuxième fois et la précipitation est réalisée comme 

ci-dessus. 

 

VI.3.1.3. Extraction de l'ADN génomique par le protocole de Pernodet (2010) 

Les souches bactériennes sont cultivées dans 50 ml de milieu Bennett à 28±1°C pendant 4 

jours. La culture est alors centrifugée à 47000 rpm pendant 20 min et à 4±1°C, puis le 

surnageant est soigneusement éliminé. Ensuite les mycéliums sont broyés dans l’azote liquide 

dans un mortier refroidi à -70±1°C jusqu’à l’obtention d’une poudre fine. Cette dernière est 

transférée dans un tube et centrifugée (10000 rpm, 10 min, 4±1°C). Le culot est repris dans 10 

ml du tampon TE et 500 µL de SDS 20%, puis la solution est mélangée par vortex. Après une 

incubation de 30 min à 65±1°C, 3 ml d’acétate de potassium (3M, pH 5, NaOH 3M pH 5.0) 

sont ajoutés et le mélange est laissé 30 min à 1 h dans la glace.   

Après centrifugation à 10000 rpm/10 min/ 4±1°C, le surnageant est récupéré et 2 volumes 

d’éthanol sont ajoutés et homogénéisés par retournements successifs. Le mélange est placé 

une nuit à –20±1°C d’où l’apparition des filaments d’ADN, puis il est centrifugé (47000 rpm, 

20 min, 4±1°C). Le culot et ensuite repris dans un petit volume de TE-RNAse A (100 µg/mL) 

puis transféré dans un tube eppendorf de 2 ml. Le surnageant total contenant l’ADN est traité 

par l’ajouté d’un ½ volume de phénol/chloroforme puis agité et centrifugé. Après on réalise 
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un renouvellement de l’opération une deuxième fois, et si un précipité apparaît à l’interface 

(les protéines et les débris cellulaires forment un précipité blanc à l’interface), recommencer 

l’opération une troisième fois jusqu’à bien observer l’interface entre les 2 phases.  La phase 

aqueuse supérieure récupérée  est ajoutée à 2 volumes d’éthanol et à 1/10ème du volume 

d’(NH4)OAc 7.5 M. Après homogénisation, une incubation d’une heure à 4±1°C a été faite, 

suivie par une centrifugation de 10 min à vitesse élevée. Le culot obtenu est repris par le 

tampon TE-RNAse.   

Une estimation de la concentration et de la qualité des ADN extraits est réalisée en faisant 

migrer 2 µL d'échantillon sur un gel d'agarose à 0,8% préparé en tampon TAE 1X (tampon 

TAE : 40 mM Tris, 0,001 % acide acétique et 0,001 M EDTA, pH 8). Les ADN sont stockés à 

4±1°C. 

 

VI.3.2. Amplification des gènes par PCR  

Le principe de la PCR consiste à amplifier de manière exponentielle un fragment 

d’ADN en utilisant une ADN polymérase. 

L’enzyme et son tampon sont choisis selon les besoins de la PCR. Pour une 

amplification de la matrice, on utilisera la Pfu polymérase (Promega) ou la Taq polymérase 

(Sigma). Les PCR sont réalisées avec un thermocycleur Mastercycler Personal (Eppendorf). 

Les amorces oligonucléotidiques utilisées ont été obtenues de Eurofins MWG Operon (Paris, 

France) (Tableau 15).  

Le milieu réactionnel d’un volume final de 25µL comprend 1 uL d'ADN génomique sert 

de matrice à une PCR (10 µM de chaque dNTP; tampon PCR 10X, 5 µL; ammorce 1 (sens), 

10 µM, 0.5 µL; ammorce 2 (anti sens), 10 µM, 0.5 µL; Pfu ou Taq Polymerase 0.2µL ; 

DMSO 100%, 2.5 µL; H20 mQ qsp 25µL.  

Les conditions de PCR peuvent varier mais la condition générale est la suivante :  

Les tubes sont placés dans un thermocycler automatique (Eppendorf) qui réalise ensuite 

les variations de température suivantes: une dénaturation de 3 min à 95°C, 30 cycles 

d'amplification comportant chacun une dénaturation de 20 sec à 94°C, une étape d'hybridation 

des amorces de 20 sec à 58°C et une élongation de 30 sec à 72°C. La PCR se termine par une 

étape finale d'extension à 72°C pendant 10 min. 

Les produits de PCR résultants ont été analysés par électrophorèse sur un gel d'agarose 

1%. Le tampon utilisé pour la migration et la préparation du gel est du TAE 1X : Tris-Acétate, 

EDTA (acide Diamine Ethylène-Tétra-Acétique). Les sels contenus dans ce tampon 

permettent la conduction du champ électrique dans la cuve d’électrophorèse horizontale. Nous 
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utilisons un gel à 0,8 à 1% d’agarose. L’agarose en poudre est porté à ébullition au four à 

micro-onde dans du tampon TAE 1 X, puis, 2 µL de BET sont ajoutés. Les échantillons sont 

alourdis par un tampon de charge gel-red (Blue/Orange Loading Dye, 6X (Promega)  (1 µL/ 1 

ml du gel) et sont déposés dans les puits du gel d’agarose immergé dans du tampon TAE 1X. 

Le marqueur de taille:1Kb DNA Ladder (Promega) sert de référence pour estimer la taille des 

fragments d’acides nucléiques (El Khoury, 2007). Avant le séquençage (Genome Express, 

France), les fragments d’ADN amplifiés par PCR ont été purifiés à partir des gels d'agarose à 

l'aide d'un kit de purification Gene Clean Turbo for PCR. 

 
Tableau 15 : Liste des amorces utilisées pour les amplifications d’ADN par PCR au cours de 
l’étude – Séquence et température d’hybridation. 
 

Amorces Séquence (5’->3’) 
Quantité 

[µg]  

Quantité 

[n mol] 
Tm [°C]  % GC 

Amorces spécifiques d’actinomycètes  (Farris et Olson, 2007; Schäfer et al., 2010) 

Com2xf 
AAACTCAAAGGAATTGACGG 

(20) 

 

360 

 

58.3 
53,2 40% 

Ac1186r CTTCCTCCGAGTTGACCC (18) 
 

382 

 

71.0 
58,2 61,1% 

ACT235f CGCGGCCTATCAGCTTGTTG (20) 
 

406 

 

66.6 
61,4 60% 

ACT878r CCGTACTCCCCAGGCGGGG (19) 
 

373 

 

64.4 
67,5 78,9% 

Amorces universelles  

Eubac27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG(20)   57,3  

Eubac1492R GGTTACCTTGTTACGACT(18)   52,4  
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VI.3.2.1. Outils d’interprétation du séquençage 

- Artemis est un logiciel d'exploration du génome. En lisant le génome d'un 

actinomycète à partir de ce logiciel, il est possible de retrouver le gène 16 S. Nous choisissons 

de trouver la séquence du gène 16S de Strepto-coelicolor, car le génome de cet actinomycète 

a peu évolué par rapport aux autres. La séquence du gène 16S est donc restée pseudo-

primitive. Elle nous est utile pour la comparer à celle des actinomycètes d’étude afin de 

reconstituer leur séquence du gène 16 S. 

- Les séquences ne sont pas tous lues dans le même sens car certaines ont été codées par 

des transcriptases inverses. On retrouve donc leurs séquences complètement renversées. Le 

logiciel JaMBW permet d’inverser les séquences pour les mettre dans le même sens de 

lecture que les autres. 

- ClustalW2 permet ensuite de comparer les différentes séquences du même gène 

obtenue avec différentes amorces pour essayer de reconstituer la plus grosse partie du gène 

possible. On doit aussi s’appuyer sur la séquence du gène 16 S de Strepto-coelicolor pour 

savoir où le gène commence et termine. 

- Lorsque les séquences des gènes 16 S d’actinomycètes sont reconstituées, il est 

possible, à l'aide du logiciel Blast, de les comparer à une base de données comportant une 

quantité importante de génomes. Le logiciel calcule le pourcentage de similitude du gène à 

tous les gènes 16 S les plus ressemblants et donne estimation de l’espèce. Le logiciel Blast 

contient de nombreux génomes de procaryote et eucaryote.  

 

VI.3.3. Amplification des gènes de systèmes génétiques des Peptides lasso  

Des fragments d’environ 500 bp sont préparés par PCR avec les amorces présentées 

dans le tableau 16. Les réactions PCR sont réalisées dans un volume final de 25µl contenant 1 

µL d’ADN génomique des bactéries ; 10 µM de chaque dNTP, 1 µL ; 10 mM de chaque 

amorce, 2,5 µL ; du tampon Taq Reaction ; Enzyme Taq  DNA 5000 U/mL, 0,5 µl ; DMSO 

100%, 2,5 µL; H2O mQ qsp 25µL.  

Pour l’amplification des gènes recherchés, les trois étapes d’un cycle de PCR se 

déroulent à des températures précises dans un thermocycleur Mastercycler Personal 

(Eppendorf) selon le programme suivant : une étape de dénaturation initiale à 95°C pendant 

3min, suivie par 10 premiers cycles de 20s à 95°C, 20s à 42°C/48°C et 25s à 68°C, puis 20 

cycles de 20s à 95°C, 20s à 48°C/54°C et 25s à 68°C. Les éventuelles amplifications 

résiduelles ont été terminées à 72°C pendant 10 min. Les produits de PCR peuvent ensuite 

être gardés à 4°C pendant la journée ou stockés à -20°C, afin d'être séparés par électrophorèse 
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(100 voltes) sur gel d'agarose 2% (P/V) dans le tampon de TAE 1 X ajouté de gel-red. Les 

bandes attendues sont découpées et purifiées avec le kit Gene Clean Turbo for PCR. 20 µL 

du produit de PCR ont été séquencés par Genome Express et MWG Biotech (France) après un 

dosage par nanodrop. 

 

Tableau 16 : Caractéristiques des amorces oligonucléotidiques utilisées pour la recherche de 
gène codant un peptide lasso (Rournissuer, MWG). 

 
Nom Séquence (5'- 3') Sens (Forward 

ou Reverse) 
Tm [°C]  

 
SvC-Af 

 
ACCTGTCCGGCGGCACGTTCGGACATCGCGAGC 

 
F 

 
72,8 

 
SvC-Br 

 
GCCGCCGTGGCCCGCGTAGTCGAACGTGTG 

 
R 

 
70,5 

 
SvB-Cr 

 
GCCGTCGGCCTCGACTCCAACGTGCAGT 

 
R 

 
70,5 

 

VI.3.4. Outils statistiques et bioinformatiques  

 

Les amorces utilisées pour la recherche d’amorces de screening de systèmes génétiques 

LASSO ont été créées en utilisant les sites Web et logiciels suivants :  

• GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/  (numéro d’accession AAD28495.1) : 

séquences de genre mcjB d’Escherichia coli.  

• Les amorces ainsi créées sont ensuite confrontées aux bases de données afin de vérifier 

leur spécificité en utilisant le programme BLAST2, (Basic Local Alignment Search Tool) à 

l’adresse suivante : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. Cet algorithme permet de 

déterminer la similitude entre une séquence nucléotidique donnée et les séquences présentes 

dans les banques de données (NCBI) (Lacroix, 2008). 

• Clustal,  http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html, pour l’alignement multiple. 

• BLOCKMAKER,http://bioinformatics.weizmann.ac.il/blocks/blockmkr/www/make_b

locks.html, pour la mise en forme de blocs : input CODEHOP. 

• CODEHOP, http://bioinformatics.weizmann.ac.il/blocks/codehop.html, pour le design 

d’amorces dégénérées. 
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Chapitre II.  

 

Les Bactéries lactiques  

 

 

I. Origine des échantillons  

 

Huit échantillons de préparations laitières traditionnelles ont été prélevés à partir de 

quatre régions du Sahara Algérien durant la période de juin-décembre 2008 (Tableau 17 et 

Figure 17). Ces prélèvements ont été transportés à froid au laboratoire pour être analysés 

(Tableau 8, Figure 18).  

 
Tableau 17: Situation géographique des stations d’échantillonnage.  

  
  

Région Altitude  
(mètres)  

Latitude  
(Nord) 

Longitude  
(Ouest) 

Étage bioclimatique 

Adrar  300-400 28° 50′  0° 10′  Aride chaud 

Laghouat 824  33° 34'  2° 40' Est Aride à Saharien 

El Bayadh 765 32° 30'  1° 10' Est Arid froid 

Méchria (Naâma) 1149 33° 31′ 0° 17' Arid   
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Figure 17: Les régions d’échantillonnage des produits laitiers traditionnels (Djazaïrouna 
l’ Atlas pratique de l’Algérie, 2004). 

  

Tableau 18 : Caractéristiques des échantillons prélevés. 
 

Numéro  
d’échantillon 

Application 
traditionnelle 

Origine  Date de 
prélèvement 

Matière de 
production 

Observation 

E1 
 
 

Beurre 
traditionnel 
(Zabda) 

Wilaya 
d’Adrar  

Juin 2008 
Lait de 
brebis 

Matière très 
molle 

E2 Beurre liquide 
traditionnel 
(Dhan) 

Wilaya de 
Laghouat  
 

 
Septembre 
2008 
 

Lait de 
vache 

Matière 
fondu 

E3 Beurre liquide  
Traditionnel 
(Dhan) 

Lait de 
brebis 

Matière 
fondu  

E4 Klila  Wilaya de 
Laghouat  

Novembre 
2008 
 

Petit lait de 
brebis 
 

Patte très 
dure coupée 
en morceaux 
 

E5 Klila Wilaya d’El 
Bayadh 

E6 Klila cru 
Wilaya de 
Méchéria  
 

Décembre 
2008 
 

Lait de 
vache 
 

Patte molle 
E7 Jben  
E8 Beurre 

traditionnel 
(Zabda) 

Matière très 
molle 

 

 

 

 
  

 

 
  : Zone d’échantillonnage  
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II.  Préparation des produits laitiers traditionnels 

Les laits de vaches et de brebis sont consommés par les nomades soit à l’état naturel ou 

bien après leurs transformations en produits dérivés tels que le beurre (Zebda ou Dhan), le 

fromage frais (Jben) ou la Klila. Leurs préparations traditionnelles s’effectuent selon les 

diagrammes 1 et 2 illustrés dans l’annexe 1.  

 

Figure 18: Photos des échantillons des préparations laitières traditionnelles. A. Zabda d’Adrar,  
B. Jben de Mecheria, C. Dhan de Laghouat, D. Klila cru de Mecheria et E. Klila d’ El Bayadh. 
 

A

C

E

B

D
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Des essais de fabrication expérimentale du fromage à pâte molle (Jben) (Figure 42, 

annexe 1) ont été réalisés en utilisant de cocci lactiques mésophiles isolés de différents types 

du lait selon un schéma de type industriel combinant l’emploi du lait pasteurisé, l’ajout de 

présure animale et de levains acidifiants (Bendimerad, 2013). 

 

III.  Mesure du pH  

Le pH des échantillons a été déterminé directement en utilisant un pH-mètre (HANNA 

Inst. pH 211, microprocessor pH meter) où l’électrode a été insérée directement dans chaque 

échantillon (Owusu-Kwarteng, 2012).   

 

IV.  Analyses microbiologiques  

 

IV.1. Dénombrement des micro-organismes revivifiables   

Cinq grammes de chaque échantillon ont été prélevés de façon stérile et dilués dans   45 

ml d’eau physiologique (0,9% de NaCl, P/V). La suspension ainsi obtenue constitue la 

dilution 10-1  qui a servi pour la réalisation d’une gamme de dilutions sérielles (de 10-2 

jusqu’au 10-7). 

Les ensemencements sont réalisés sur la gélose P.C.A (Plate Count Agar) pour le 

dénombrement en étalant en surface 0,1 ml des dilutions décimales obtenues. Les boîtes de 

Pétri sont incubées à 30±1°C pendant 48 à 72 h.  

 On calcule le nombre des colonies et on exprime les résultats sous forme du nombre de 

micro-organismes revivifiables à 30±1°C par millilitre en tenant compte du facteur de dilution 

éventuel.  

On dénombre les boites de Pétri pressentant entre 30 et 300 colonies. 

 

IV.2. Isolement des bactéries lactiques 

Dix grammes de chaque échantillon (Jben, Klila, Dhan ou Zebda) ont été homogénéisés 

avec 90 ml de l’eau physiologique stérile (0,85% de NaCl, P/V, Merck, Germany) additionnée 

de peptone (0,1%, P/V, Merck, Germany). Ensuite, des dilutions décimales (de 10-1 à 10-7) ont 

été préparées, et pour chaque dilution un volume de 0,1 ml a été étalé en surface sur les 

milieux d’isolement. 
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L’isolement des bactéries lactiques est réalisé sur les milieux MRS (Man–Rogosa–

Sharpe, Fluka Biochemika, 69964) et M17 (Fluka Biochemika, 63016). Les cultures sont 

incubées pendant 72 h à 28±1°C et 45±1°C dans des boîtes de Pétri à l’obscurité. En basant 

sur les aspects morphologiques (taille, couleur, surface, profondeur…), les colonies sont 

repiquées sur le milieu MRS et incubées à 28±1°C ou 45±1°C afin de s’assurer de la pureté 

des cultures qui sont par la suite conservées dans des tubes à essais contenant le milieu MRS 

incliné à 4±1°C à l’obscurité (Kacem et Karam, 2006 ; Cheriguene et al., 2007). Ces 

colonies serrent comme une échantillothèque.  

 

V. Conservation des souches  

La conservation des souches isolées pures a été réalisée soit sur la gélose MRS inclinée à 

4±1°C; soit sur le milieu MRS contenant du glycérol 20% à -20°C. 

 

VI.  Identification des bactéries lactiques  

Sur chacune des boîtes servant aux dénombrements, nous classons les colonies en 

catégories selon leur aspect macroscopique. Dans chaque catégorie, nous choisissons 

aléatoirement une colonie supposée représentative parmi celles, observées pour réaliser les 

premiers tests d’orientation. 

Pour une identification préliminaire des bactéries lactiques, nous nous sommes basés sur 

des études : 

� microscopiques (les formes caractéristiques des cellules microbiennes, leur 

arrangement, la présence ou non de spore et leur coloration de Gram), 

� de la mobilité, du test de catalase et du type fermentaire (Ho, 2008). 

 

VI.1. Coloration de Gram  

La coloration de Gram a été effectuée selon le protocole décrit par Delarras (2007) (voir 

annexe 2).  
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VI.2. Test de la catalase  

Chez les bactéries douées d’un métabolisme oxydatif, le système respiratoire compte 

parmi d’autres enzymes une catalase, celle-ci décompose l’eau oxygénée selon la réaction 

suivante : 

                                  Catalase 

                 2 H2O2                             2 H2O + O2        

La méthode de recherche de la catalase consiste à étaler une colonie sur une lame de 

verre sur laquelle on ajoute une goutte de H2O2 à 10 volumes. La présence de l’enzyme se 

manifeste par un dégagement de bulles de gaz (Zinedine, 2004). 

 

VI.3. Etat frais  

Un tube contenant le milieu MRS liquide (10ml) est inoculé par une colonie. On incube 

à 28±1°C pendant 16 à 24h, jusqu’ a l’apparition d’un trouble microbien. Pour vérifier la 

mobilité et la forme, une lame additionnée d’une goutte de la culture est observée au 

microscope.  

 

VI.4. Identification biochimique 

Les bactéries Gram positif et catalase négative ont fait l’objet d’une analyse 

biochimique par le système API bioMérieux en utilisant la galerie API 50CH avec API 50 

CHL medium (bioMerieux, Marcy l’étoile, France).  

L’ensemencement et la lecture de la galerie ont été réalisés selon les instructions du 

fabricant (voir annexe 3).  

 

VI.5. Techniques de biologie moléculaire 

 

VI.5.1. Extraction d’ADN des bactéries lactiques  

L’extraction est effectuée avec le kit «PureLink™ Genomic DNA Kits® Invitrogen» 

selon le protocole indiqué par le fabricant. 

Les cultures de bactéries lactiques sont réalisées en 10 ml de bouillon de MRS pendant 

24h à 30±1°C sans agitation. 
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Le bouillon est ensuite centrifugé à 8000 g pendant 10 min et à une température de 4°C. 

Le surnageant est ensuite éliminé délicatement. Le culot obtenu est resuspendu dans un 

tampon lysozyme digestion composé de Tris-HCl, 25 mM, pH 8.0 ; EDTA, 2.5 mM, 1% 

Triton X-100, de lysozyme (Sigma) 20 mg / mL. Le volume final tampon/échantillon est 

d’environ 200 µL.  

La lyse cellulaire a été faite par incubation durant 30 min à 37±1°C, sous agitation d’où 

l’obtention des protoplastes. 

La digestion des protéines est réalisée par traitement à la Protéinase K (20 µL : 20 

mg/ml), suivi par une agitation au vortex. 200 µL du tampon de lyse  (PureLink™ Genomic 

Lysis/Binding Buffer) sont ajoutés, après une bref agitation au vortex, le mélange obtenu est 

incubé à 55±1°C pendant 30 min. 

Après l’addition de 200 µl d'éthanol (96-100%) et homogénéisation au vortex pendant 5 

secondes, une solution homogène est obtenue. 

L’ADN est ensuite lavé et élué à l’aide du kit selon le protocole indiqué par le fabricant. 

Le stockage de l'ADN purifié se fait à 4°C pour une utilisation immédiate et à -20°C pour une 

conservation à long terme.  

Une migration de l’ADN par électrophorèse permet de contrôler la qualité de l’ADN 

extrait, de visualiser une éventuelle dégradation, et d’en estimer la quantité. On réalise un gel 

d’agarose 0,8% dans du TAE 1X contenant 0,8 µg/ml de bromure d’éthidium  (BET). La 

migration s’effectue pendant 30 min à 90V : l’ADN chargé négativement migre vers l’anode. 

Un marqueur, mélange de fragments d'ADN de tailles connues, migre parallèlement à l’ADN 

étudié et sert de référence de taille. Le BET s’intercale entre les bases de la molécule d’ADN 

et permet de visualiser les ADN dans le gel sous UV (Postec, 2005). 

 

VI.5.2. Quantification des acides nucléiques  

La concentration et la pureté de l’ADN ont été déterminées par spectroscopie UV à 260     

et 280 nm sur un spectrophotomètre UVKJON 932. Le rapport de l'absorbance à 260 nm sur 

celle à 280 nm permet d'estimer la pureté de l’ADN. Lorsque la valeur est inférieure à 1,65 ou 

supérieure à 2, les solutions sont considérées comme contaminées respectivement par des 

protéines ou de l’ARN (Duquesne, 2007). Le protocole du dosage UV des acides nucléiques 

est décrit dans l’annexe 4. 
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VI.5.3. Amplification in vitro de fragments d’ADN  

La PCR est une technique d’amplification spécifique d’une séquence d’ADN grâce à 

l’emploi de deux oligonucléotides de synthèse qui s’hybrident avec des séquences qui leurs 

sont complémentaires et qui bordent la séquence à amplifier (Smaoui, 2010).  

Dans notre étude, cette méthode est utilisée pour amplifier le gène ADN 16S de 

bactéries lactiques.  

Les fragments d’ADN ont été générés à l’aide de l’ADN Taq polymérase (Promega), le 

milieu d’amplification contient : 

- Tampon 10X (Qbiogen)*    5µL (1 X final) 

- dNTPs (Eurogentec, 20 mM total)   1µL (12,5 µM final pour chaque) 

- Amorce sens               1 µL (10 µmol) 

- Amorce anti-sens     1 µL (10 µmol) 

- Taq polymérase (Qbiogen, 5U/µL)        0,25 µL 

- Matrice ADN          10 µL (2 ng/ µL) 

- Eau MilliQ stérile                                       QSP 50µL 

*Le tampon (Qbiogen) contient 10 mM de Tris-HCl pH9, 50 mM de KCl, 1,5 mM de 

MgCl2, 0,1% de Triton X 100 et 0,2 mg/ml de BSA (Bovin Serum Albumin). 

Le programme de PCR usuel, réalisé à l’aide d’un thermocycleur (model Mastercycler 

personal), était le suivant : 

- dénaturation totale de 5 min à 94°C ; 

- 32 cycles de dénaturation (30 s à 94°C) / hybridation (30 s à 55°C) / élongation (1 min 

par kb à 72°C) ; 

- élongation terminale de 5 min à 72°C. 

Les deux oligonucléotides utilisés sont : 

Direct Oliogo 1385 R: CGG TGT GTR CAA GGC CC (Tm 57°C) 

Réverse oligo 27 F: GAG TTT GAT CCT GGC TCAG (Tm 58°C) (Rheims, 1996).  

 

VI.5.4. Electrophorèse des fragments d’ADN  

La séparation des fragments d’ADN suivant leur taille est obtenue par électrophorèse en 

gel d’agarose dans du tampon TAE 1X (tampon TAE : 40 mM Tris, 0,001 % acide acétique        

et 0,001 M EDTA, pH 8, coloration au BET). La concentration d’agarose dans le gel est de 

0,7% (p/v). Le marqueur de taille utilisé est le marqueur 1kb (New England Biolabs). Les 

fragments d’ADN sont visualisés aux ultraviolets (λ=254 nm) après une incubation de 15 min 

dans une solution de bromure d’éthidium (1 µg/mL). 
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VII.  Antagonisme  

VII.1. Préparation des précultures des bactéries tests (pathogènes) 

Avant l’utilisation des souches de bactéries pathogènes (Tableau 19), ces bactéries sont 

cultivées à 28 ±1°C sur 10 mL de bouillon nutritif (Listeria monocytogenes sur le bouillon 

TSB), pendant 18 à 24h. La culture d’une  nuit obtenue servirait d’inoculum.   

 

VII.2. Antagonisme Bactéries lactiques / Bactéries pathogènes 

L’étude de l’antagonisme à été faite en utilisant la méthode décrite par Fleming et al. 

(1975). Une boite contenant le milieu MRS à 1,2 % d’agar et 0,2 % de glucose est 

ensemencée par touche d’une culture de bactéries lactiques, l’incubation se fait à 28±1°C 

jusqu'à  l’obtention de colonies confluentes (environ 48h).  

 Ensuite, on inocule un tube contenant 10 mL de milieu MRS semi-solide (0,7% d’agar   

et 0,2% de glucose), avec 0,5 ml de la préculture. Après incubation à 37±1°C pendant 24h, 

l’activité antibactérienne est déterminée par la mesure des diamètres des zones d’inhibition. 

 

Tableau 19: Origines des souches utilisées dans les différents tests d’antagonisme. 
 

Bactérie Gram Code Origine   

Staphylococcus aureus 

 
P

os
iti

f 

ATCC 6538 MNHN 

Micrococcus luteus  ATCC 9341 MNHN 

Listeria monocytogenes    ATCC  19111 LAPRONA 

Bacillus cereus ATCC 25921 LAPRONA 

 Pseudomonas aeruginosa 
  

né
ga

tif
 ATCC 27853 MNHN 

Escherichia coli   
 

ATCC 8739 MNHN 

MNHN :  Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris) ; LAPRONA : Laboratoire des Produits 
Naturels (Université de Tlemcen). 
 

 

 

 



MatérielMatérielMatérielMatériel    et méthodes et méthodes et méthodes et méthodes ----                                                                                                                                                Chapitre IChapitre IChapitre IChapitre IIIII    : : : : Les Les Les Les bactéries lactiquesbactéries lactiquesbactéries lactiquesbactéries lactiques        

87 
 

VII.3. Production et purification des bactériocines 

Les souches de bactéries lactiques ont été cultivées dans 10 mLde milieu MRS à 30±1°C 

sans agitation jusqu’à la phase stationnaire de croissance pendant environ 72h.  Après, le culot 

cellulaire a été séparé du surnageant de culture bactérienne par centrifugation à 8000 g 

pendant 10 min à 4 °C. Ce dernier est filtré à travers un pore de diamètre 0,22 µm puis les 

protéines ont finalement été concentrées par ultrafiltration (3000g, 20min, 4°C) sur Centriprep 

30 kDa (Millipore).  

Pour l’évaluation de l’activité antibactérienne, 10 µL du concentrat à tester ont été 

déposés directement sur la gélose molle préalablement mélangée à la bactérie cible. Des 

contrôles positifs ont été réalisés en déposant 5 µL d’ampicilline (50 µg/mL) sur le mélange 

gélose molle/ bactérie cible. 

L’ensemble a ensuite été cultivé pendant la nuit. Les diamètres des zones d’inhibition de 

la croissance ont été mesurés après 16 h de culture (Duquesne, 2007; Makhloufi, 2011). 
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Chapitre I.  

 

Les actinomycètes  

 

 

 

I. Caractéristiques physicochimiques des échantillons 

 

Les caractéristiques physicochimiques des échantillons prélevés sont résumées dans le 

tableau 20. On constate que l’ensemble des échantillons examinés (sols forestiers, 

montagneux, etc…) représente des écosystèmes riches en débris végétaux et matières 

organiques, ils se caractérisent par des pH neutres ou légèrement alcalin allant de 7,41 à 8,88. 

Les échantillons de la région saharienne oued  et oasis dont les pH respectifs sont 8,88 et 

7,49-8,66 sont des sols qui tendent vers l’alcalinité.  

 

Tableau 20 : Paramètres physicochimiques des échantillons de sol. 
 

               Paramètre 

 Région/ 

Échantillon 

pH Taux 

d’humidité 

CaCO3 
Total  

(%) 

Conductivité 

(µS.Cm-1) 

Texturea 

Tlemcen Cinq forets 7,41-8,16 1,583-2,502 1,85-6,48 232-441 A- SA 

Cinq Montagnes  7,60-8,27 0,382-0,928 5,55-30,12 220-1361 A- AS 

Oued  8,11 1,0205 8,385 335 AS - SA 

Barrage 8,09 0,542 12,17 205 SA 

Laghouat Oued M’Zi 8,88 0,16 6,43 92 S 

Oasis  7,49-8,66 0,08-2,06 12,4-15,79 218-1827 A 

µS : micro siemens (unité) ; a Texture : S = Sableuse; A = Argileuse; AS = Argile Sableuse;               
SA = Sable Argileux (Baize, 2000). 
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Selon Lee et Hwang (2002) le taux d'humidité d'un sol est considéré connue : faible si 

le pourcentage d'humidité est compris entre (2.0 et 9.0) : modéré dans le cas où le pourcentage 

d'humidité varie de 9.1 à 13.0 et élevé si les valeurs sont comprises entre 13.1 et 20.0. Les 

résultats présentés dans le tableau ci-dessus nous permettent de conclure que tous les 

échantillons sont des sols caractérisés par des taux d’humidité faibles. 

 
Tableau 21 : Type de sol en fonction de la salure et de la conductivité électrique  

(Richards, 1969). 
 

 Types de sol 
Non salé Peu salé Salé Très salé Extrêmement salé 

C. ex 1/5  (mS/cm) <0.6 0.6-1.2 1.2-2.4 2.4-6 >6 

Salure (méq/100 g   
de sol) 

<3 3-6 6-12 12-30 >30 

C. ex 1/5  (mS/cm) conductivité de l’extrait aqueux 1/5ème ; mS : milli Siemens 

 

En se basant sur les résultats de la conductivité présentés dans le tableau 20 et d’après 

l’échelle de salure qui en fonction de la conductivité électrique de l'extrait aqueux 1/5ème, 

présentés dans le tableau 21, nous avons pu classer quelque échantillons des montagnes de 

Tlemcen et des oasis de Laghouat comme des sols salés, et que les sols des autres échantillons 

sont des sols non salés. 

 

II.  Isolement des actinomyètes  

 

Les actinomycètes sont des bactéries filamenteuses à Gram-positif. Elles constituent 

l’un des groupes bactériens les plus versatiles et les plus importants de point de vue 

écologique et biotechnologique. En effet, ces microorganismes ont une grande capacité à 

produire de nombreux métabolites secondaires ayant des structures chimiques et des activités 

biologiques très diverses tels que des antibiotiques, des antifongiques, des enzymes, des 

stimulateurs et/ou des inhibiteurs de la croissance etc… De fait de ces aptitudes, les 

actinomycètes peuvent représenter un moyen de lutte efficace, persistant et sans effets 

négatifs vis à vis de l’environnement en comparaison avec les traitements chimiques                       

et remplacer ainsi l’utilisation des antibiotiques systémiques (Loqman, 2009). 
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Les colonies d’actinomycètes ont été reconnues par leur aspect morphologique 

caractéristique. Elles apparaissent sèches, rugueuses, colorées ou non, adhèrent à la gélose           

et présentent un mycélium végétatif et aérien, certaines montrent seulement un mycélium du 

substrat (Boudemagh, 2007). Toutes les colonies ont été purifiées par repiquage dans le 

milieu Bennett ou TSA et incubées à 28 °C pendant 7 jours. Les résultats montrent 

clairement, que les milieux ISP2 et Bennett est le plus favorable pour l’isolement des 

actinomycètes à partir de tous les écosystèmes arides et semi-aride testés, et ceci quel que soit 

le type de sol analysé (Tableau 22,  23). A partir du sol semi-aride des oasis et Oued M’Zi de 

la région de Laghouat, 19 et 24 souches d’actinomycètes ont été isolées, c’est le plus grand 

nombre d’actinomycètes obtenu dans cette étude (Tableau 22). Seize souches d’actinomycètes 

ont été également récoltées du sol de la foret N°1 de Tlemcen, il s’agit aussi du plus grand 

nombre d’actinomycètes isolés parmi les sols arides de toutes les forets de la wilaya de 

Tlemcen (Tableau 22, 23). 

À partir des milieux sélectifs utilisés additionnés d’antifongiques (actidione                       

et nystatine), 108 colonies d’actinomycètes ont été prélevées, elles sont repérées d’après leur 

aspect macroscopique (colonies dures incrustées dans la gélose) (Figure 19) et leur aspect 

microscopique (aspect filamenteux à coloration de Gram positive). 

Le screening ciblé est une stratégie très utilisée dans plusieurs laboratoires, elle permet 

un isolement sélectif de genres précis. Il est également employé afin d’évaluer la biodiversité 

d’un échantillon quelconque en en microflore. Il est à signaler, que les zones rhizosphériques 

sont 10 fois plus peuplées par les actinomycètes, que les zones profondes et non 

rhizosphérique (de surface) (Chelli, 2010).  Dans nos investigations, le criblage orienté en 

employant 8 milieux d'isolements différents a été choisi pour mettre en évidence la présence 

ou l’absence de genres rares d’actinomycètes dans le sol agricole. Cette stratégie s’accorde 

parfaitement avec celle de plusieurs chercheurs. D’après (Cross, 1982), dans un objectif 

d’isolement de quelques genres d’actinomycètes, il est conseillé de varier les stratégies et les 

milieux d’isolements dans le même screening, afin de réussir l’isolement de la plupart de la 

flore actinomycétale présente dans l’échantillon. 
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A 

 

B 

 

Figure 19: Photos des isolements des actinomycètes du sol des forêts sur les milieux  Bennett 
(A) et ISP2 (B) (dilution 10-3). 

 

Tableau 22: Dénombrement des actinomycètes sur les milieux sélectifs d’isolement (UFC/g). 
 

      Milieu  
 

Echantillon 

I.S.P2 Olson T.S.A C.V.B Bennett 

E1H 2.103 Ind.103 Ind.103 P.C103 15.103 
E1 5,7.104 Ind.103 Ind.101 P.C 103 7.104 
E2 1,1.105 5.104 105 P.C 104 6.104 
E3 1,3.104 5.103 3.103 P.C 104 2.104 
E4 3.105 3.103 2.103 P.C 103 2.105 
E5 7.105 2,6.105 2.105 NB.103 3.105 
E6 Ind. Ind. Ind. P.C 103 Ind. 
E7- E11 2.104 Ind. 9.103 P.C 103 Ind. 
E12- E16 1,4.104 103 4.105 P.C 103 9.107 
E17 103 3,3. 104 2,1. 104 P.C 103 9.103 

   Ind. : Indéterminé ; P.C : Petites colonies. 
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Tableau 23: Nombre de souches d’actinomycètes isolées à partir des échantillons du sol. 
 

Code de l’échantillon Origine Nombre de souches 
d’actinomycètes  isolées 

E1H Sol de Forêt 01 : Humus 08 
E1 Sol de Forêt 01 16 
E2 Sol de Forêt 02 07 
E3 Sol de Barrage 02 
E4 Sol de Forêt 03 08 
E5 Sol de Forêt 04 07 
E6 (E6.1 + E6.2)*  Sol d'Oued Lakhdar 05 
E7- E11 (S.B)*  Sol Montagneux Bouhanak 11 
E12- E16 (A.E)*  Sol des Oasis-Laghouat El Assafia 24 
E17 (O.M)  Sol de Oued M’Zi-Laghouat 19 
Total   108 

  *  Échantillon moyen pour les analyses microbiologiques. 
 

Selon les résultats présentés dans le tableau 23, il apparaît également que le nombre 

d’actinomycètes isolés de l'échantillon E12- E16 et E17 (régions arides de Laghouat) est 

nettement supérieur à celui obtenu à partir des autres échantillons. Ceci peut s’expliquer par le 

fait que ces sols sont riches en matière organique. Ceci est corroboré par la bibliographie des 

actinomycètes qui affirme que le nombre des actinomycètes est corrélé positivement avec le 

taux de la matière organique quelque soit le taux de la salinité du sol (Lee et Hwang, 2002). 

En fait, le nombre d’actinomycète isolés est inversement proportionnel au taux d'humidité des 

échantillons (Sykes et Skiuuer, 1973; Basilio, 2003). 

L’isolement sélectif des actinomycètes à partir de leur habitat, pose problème. En effet 

trop de substrats favorisent les champignons et les bactéries à croissance rapide et empêchent 

de ce fait un isolement facile des actinomycètes qui ont un temps de génération relativement 

long (Williams et al., 1982 ; Crawford et al., 1993).  

Pour cela, le milieu Bennett a été utilisé dans cette étude. Le deuxième milieu sélectif 

utilisé pour l’isolement des actinomycètes est le milieu Olson, ce milieu le plus spécifique et 

le plus sensible aux actinomycètes contenant le sodium caséinate et l’asparagine favorisant la 

croissance des actinomycètes. Ce milieu a été utilisé par Hilalli et al. (2002), qui ont trouvé 

que c’est le milieu le plus favorable pour la sélection des actinomycètes à partir du sol. 

 Plusieurs techniques ont été utilisées pour l’isolement sélectif des actinomycètes, elles 

reposent essentiellement sur le traitement à la chaleur des échantillons et l’addition aux 

milieux d’isolement des substances inhibitrices, stoppant la croissance des germes 

envahisseurs (Larpent et Sanglier, 1989; Ouhdouche et al., 2001; Hilali et al., 2002; Jung 

et Byung, 2002). 
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C’est cette dernière méthode que nous avons adoptée au cours de notre travail. Les avis 

concernant l’utilisation des antibiotiques sont cependant controversés. Selon Porter                      

et al.(1960) la plupart des antibactériens utilisés inhibent beaucoup d’actinomycètes. En 

revanche, Dulaney et al. (1955), Williams et Davies (1965), recommandent l’utilisation d’un 

mélange d’antifongiques et d’antibactériens pour l’isolement des actinomycètes.  

L’actidione (cyclohéxémide) à 50-100 µg/mL, la piramicine et la nystatine à une 

concentration respectivement de 10 et 50 µg/mL sont les antifongiques les plus utilisés 

comme additifs dans les milieux d’isolements des actinomycètes (Dulaney et al., 1955 ; 

Porter et al., 1960).  

La nystatine ajoutée au milieu a inhibé la croissance des champignons. Williams                   

et Davies (1965) ont testé cet antifongique sur des champignons isolés du sol, ils ont constaté 

qu’il a inhibé leur croissance en majorité à une concentration de 50 µg/mL, en plus cet 

antibiotique lorsqu’il est testé sur les actinomycètes n’a pas altéré leur croissance même en 

augmentant sa concentration à 100 µg/mL.  

Le milieu Olson a été complété d’actidione à 40 µg/mL qui permet d’éliminer les 

champignons antagonistes et favorisent le développement des actinomycètes et le propionate 

de sodium qui est un autre antifongique. Pour les deux milieux utilisés, nous observons une 

différence importante de la taille de la flore actinomycétale isolée entre les différents 

échantillons de sols malgré qu'ils soient tous riches en matières organiques et de pH proche de 

la neutralité. Cette différence peut être expliquée par la présence de substances inhibitrices 

dans certains de ces sols (Zermane, 2008). 

 Le mélange des antifongiques nystatine (50 µg/mL) et actidione (50 µg/mL) ajouté au 

milieu sélectif a permis d’éliminer presque la totalité de contaminants fongiques et bactériens 

indésirables. La nystatine est un antibiotique très efficace pour l’inhibition de la croissance 

des champignons. Williams et Davies (1965) ont testé cet antifongique sur des champignons 

isolés du sol, ils ont constaté qu’il inhibe la croissance de la majorité des champignons à une 

concentration de 50 µg/mL.  

Le problème délicat lors de l’isolement des actinomycètes reste le développement des 

bactéries à coloration de Gram positive dont la croissance est envahissante, comme les 

bactéries du genre Bacillus qui forment des plages rendant toute observation et purification 

difficile voire, même, impossible. L’addition d’antibiotiques anti-Gram positif permet de 

réduire de façon considérable le nombre de ces bactéries, mais ces antibiotiques ne sont pas 
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sans effets sur les actinomycètes qui appartiennent au groupe des bactéries à coloration de 

Gram positive (Kitouni, 2007). 

 Plusieurs auteurs, à juste titre, considèrent que l'emploi d'antibiotiques est une 

précaution essentielle dans l’isolement des actinomycètes. D'autres, combinent un 

prétraitement chimique ou physique des échantillons avec l'addition des antibiotiques. Mais 

cette technique d'isolement influence considérablement la variation des genres actinomycètes 

isolés et peut être utilisée pour un isolement ciblé et spécifique de genre. À cet effet, Larpent 

et Larpent-Courgaud (1997) utilisent pour isoler les genres Actinomadura, Microbispora, 

Microtetraspora et Streptosporangium un milieu de culture complémenté avec 50 µg/ml de 

cyclohéximide, 50 µg/ml de nystatine, 5 µg/ml de polymixine et 1-8 µg/ml de pénicilline. 

Afin de cibler le genre Thermoactinomyces ils utilisent un milieu supplémenté de 

cyclohéximide à une concentration de 50 mg/ml et de 25 mg/ml de novobiocine. Enfin, pour 

obtenir les genres Micromonospora et Nocardia ils additionnent 75 mg/ml de cyclohéximide 

et 75 mg/ml de nystatine au milieu de culture utilisé (Kitouni, 2007). 

 

III.  Identification de souches d’actinomycètes 

 

L’identification  morphologique, physiologique et biochimique a été effectuée sur les 

souches d’actinomycètes les plus actives sur les microorganismes pathogènes testés et les 

représentants de chaque groupe d’actinomycètes de forme identique. 

  

III.1. Etude morphologique 

La caractérisation des souches est basée sur  les critères morphologiques figurants  sur le 

tableau 24. 
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Tableau 24 : Résultat de l’étude macromorphologique et caractères culturaux de quelques 
souches actives. 

 

N° de 
souche 

Milieux de culture  
Origine 

de la 
souche 

Bennett Amidon-caséine 
Couleur 
du MA 

Couleur 
du MV 

Pigments 
diffusibles 

Couleur 
du MA 

Couleur 
du MV 

Pigments 
diffusibles 

476 
Beige-
blanc 

Beige Beige Blanc Beige - 
Sol oasis 
Laghouat 

479 Gris 
Jaune 

verdâtre 
Beige Gris-blanc Beige - 

Sol oasis 
Laghouat 

480 Blanc Beige 
Marron 

clair 
Gris 

verdâtre 
Beige - 

Sol oasis 
Laghouat 

493 
Beige 
foncé-
blanc 

Beige 
Marron 

clair 
Blanc Jaune - 

Sol de Oued 
M’Zi-

Laghouat 

505 
Blanc, 

Gris-rose 
/lavande 

Rose-
violet 

Rose-Violet 
Violet-
blanc 

Rose-
violet 

- 

Sol de Forêt 
03  

(Tlemcen) 

506 
Blanc-
orange 

Orange-
jaune 

Orange 
Blanc-
beige 

Beige - 

Sol de Forêt 
02  

(Tlemcen) 

509 Gris-jaune orange Jaune Blanc Beige - 

Sol d’un 
montagne 
(Tlemcen) 

511 Brun -noir Noir Brun-noir 
Noir-
blanc 

Brun Marron 

Sol d’un 
montagne 
(Tlemcen) 

512 Gris-blanc Beige Beige claire Gris Beige - 
Sol d’Oued 
El-Chouli 

(MA) : Mycélium aérien,  (MV)  : Mycélium végétatif,   (-) : Absence. 
 

Après ensemencement sur les milieux gélosés Bennett et Amidon-caséine, les colonies 

des souches actinomycètes actives (précédemment décrites) apparaissent au bout de deux 

jours d’incubation à 28°C, les premiers signes de croissance consistent en l’apparition de 

colonies  pâteuses. Au 14éme jour la majorité des souches donnent des colonies poudreuses ou 

granuleuses de différentes couleurs de mycélium aérien (blanc, orange, beige, jaune, violet, 

marron, noir, gris ou vert). 

L’observation de l’envers de la colonie, permet de déterminer la couleur du mycélium 

du substrat qui peut être beige, orangé, jaune, violet, noir, marron ou brun. 
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Les colonies sont opaques, de surface poudreuse, et adhérent fermement au milieu de 

culture où elles forment une légère dépression et sont difficiles à mettre en suspension.    

• Sur milieu Bennett (Figure 20) 

Les souches 505, 506, 511 et 512 présentent des colonies circulaires, convexes (505 et 

506), ou bossues (511et 512), à bords réguliers, de taille moyenne allant de 1 à 6 mm. 

Les souches 476, 479, 480, 493, 509 apparaissent sous forme  de colonies irrégulières, 

en forme de cratère à bords filamenteux (476, 479), ou bossues à bords ondulés (480, 493, 

509), de taille moyenne comprise entre 1 à 7 mm. 

• Sur milieu Amidon-caséine  

La souche 493 présente des colonies irrégulières, convexes, à bords ondulés. Tandis que 

les autres souches apparaissent sous forme de colonies circulaires dont les souches: 

 479, 505: Colonies  bossues à bords réguliers. 

480, 509 : Colonies en forme de cratère à bords ondulés et réguliers respectivement 

(Figure 20). 

476, 506, 511, 512: Colonies convexes à bords réguliers, à l’exception de 476 qui 

présente des bords ondulés. 

En général, la taille moyenne des colonies est comprise entre 1 à 5 mm. 

La croissance la plus abondante pour les souches étudiées a été observée sur le milieu 

Amidon-caséine  que sur le milieu Bennett où la croissance est modérée. Par contre 

l’élaboration de pigment diffusible a été remarquablement observée  sur milieu Bennett que 

sur le milieu Amidon-caséine où à l’exception de la souche 511 qui a élaboré des pigments de 

couleur marron, les autres souches n’ont élaboré aucun pigment.  
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Figure 20: Aspect du mycélium végétatif et du mycélium aérien sur milieu Bennett (A, B) et 

milieu Amidon –caséine (C, D). 
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•  Résultat de la coloration de Gram 

Toutes les souches testées sont Gram positives comme le montre les photos ci-dessous.

 

                         Souche 512                                                     Souche 506                              

Figure 21: Observation des souches actinomycetales (G× 1000) après coloration de Gram.
 

III.2. Micromorphologie  

 

Les observations microscopiques des mycéliums aériens des souches mettent en 

évidence des hyphes fins, ramifies, non septés. Les chaines de spores portées a l’extrémité des 

hyphes sont droites de type rectiflexible. Les spores sont cylindriques et ne présentent aucune 

mobilité. Le mycélium végétatif quant a lui est long, très arborescent, non fragmente et ne 

portant pas de spores (Figure 22). 

Il est important de signaler l’importance de 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). Ainsi, on a remarqué qu’une bonne croissance après une période suffisante 

d’incubation permet une meilleure observation du mycélium aérien et de la forme des spores 

des souches.  
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Figure 22: Observation des actinomycètes par microscope électronique à balayage ([A] : 
souche 469, [B] : souche 474, [C] : souche 484, [D] : souche 500). 
 
 
III.3.  Étude physiologique et biochimique 
 

Les résultats des différents caractères physiologiques et biochimiques de quelques 

souches actinomycétales testées sont réunis dans le tableau 25. Ces résultats nous fournissent 

des éléments essentiels pour la classification de nos souches. 

 
 
 
 
 
 
 

A B 

C D 
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Tableau 25 : Caractéristiques biochimiques et physiologiques des souches actinomycétales. 
 
           Caractéristiques Souches 

T 476 479 480 493 505 506 509 511 512 
Source de carbone 

 Glucose 
 Lactose 

      Saccharose 
Citrate 

 

- 

- 

- 

- 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

- 

 

+ 

+ 

+ 

- 

 

ND 
ND 
ND 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

- 

 

+ 

+ 

+ 

- 

 

ND 
ND 
ND 

+ 

 

ND 
ND 
ND 

- 

 

ND 
ND 
ND 

+ 

Hydrolyse de la caséine - + - + - + + + + + 

Hydrolyse de l'amidon  - + + + + + - + + + 

Hydrolyse de la gélatine - + + + + + + + + + 

Coagulation du lait écrémé - - + + - + - + + - 

Peptonisation du lait écrémé - + - - + - + - - + 

Production de pigments 
mélanoïde sur le milieu ISP6 

- - - - + - - - + - 

Réduction des nitrates - + + + - - - + + + 

Production d'H 2S  - - - - - - - - - - 

Recherche de Catalase  - + + + + + + + + + 

Dégradation de l'urée  - - - - - - - - - - 

Production de l'indole                                                                                                       - - + - - + - - - - 

Croissance en présence du NaCl : 

0 % 
3 % 
5 % 
6 % 

7 % 
9 % 
10 % 

 

- 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

- + + + + + - + + + 

- + + + + + - + + + 

- + + + + + - + + + 

- + + + + + - + + + 

- - - + - - - - + + 

- - - + - - - - + + 

(-) : Test négatif,   (+) : Test positif,    (T) : Témoin,   (ND) : Non déterminé. 
 

Les souches actinomycétales cultivées se développent sur  les différentes sources de 

carbone étudiées, à l’exception de 479, 480, 505, 506 et 511 qui n’ont pas pu utiliser le citrate 

et  506 qui n’a pas hydrolysé  l’amidon (Figure 23). Elles  n’ont produits aucun pigment 

mélanoïde, alors que 493 et 511 ont élaboré des pigments mélanoïdes de couleur noire  

(Figure 24). De plus, elles montrent un métabolisme protéique important car toute les souches 

hydrolysent  la  gélatine (Figure 25), mais pour la caséine, seulement 479 et 493 ne l’ont pas 

hydrolysé (Figure 26).  
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509

témoin

 

Figure 23: Hydrolyse de l’amidon par la 
souche 509. 

 

511

témoin

 

Figure 24: Production de pigments 
mélanoïdes par la souche 511. 

493

480
 

Figure 25: Hydrolyse de la gélatine par les 
souches 480 et 493. 

476

505
 

Figure 26: Hydrolyse de la caséine par les 
souches 476 et 505. 

 

Les souches 479, 480, 505, 509 et 511 ont eu une action sur le lait écrémé représentée 

par la coagulation, alors que l’action du reste des souches sur le lait écrémé est représentée par 

la peptonisation.  

Toutes les souches réduisent les nitrates en nitrites, à l’exception de 476, 479 et 506. 

Toutes les souches sont catalase positives, ne produisent pas le soufre  et ne dégradent 

pas l’urée. De même, elles ne produisent pas d’indole, à l’exception de 479 et 505. 
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Les souches 480, 511et 512 tolèrent jusqu’à  10 % de NaCl, alors que 476, 479, 493, 

505  et 509 tolèrent 7%  de  NaCl, cependant seulement  506 est inhibée dés la plus faible 

concentration de   NaCl (3%). 

En ce qui concerne la croissance à différentes températures, les résultats figurent dans le 

tableau suivant: 

Tableau 26 : Croissance des souches actinomycétales à différentes températures. 
 

Température 
de croissance 

Souches Actinomycétales  

Témoin 476 479 480 493 505 506 509 511 512 

5°C - - - - - - - - - - 

30°C - + ++ ++ + ++ ++ + + + 

37°C - ++ + + ++ + + ++ + ++ 

55°C - - - - - - - - - - 

(-)  : pas de croissance,    (+) : croissance abondante ,   (++) : croissance très abondante . 
 

   Le tableau illustre que la température optimale de croissance de nos souches se situe 

entre 30°C et 37°C. Cependant toutes les souches ne poussent pas à 5°C ni à 55°C. 

•  Résultats de la sensibilité aux antibiotiques  

La croissance des souches actinomycétales est inhibée par la tétracycline (sauf les 

souches 479 et 512) et l’érythromycine, et non pas par l’acide nalidixique, la pénicilline, 

l’amoxicilline et l’ampicilline comme le montre la figure 27. Les résultats de l’antibiogramme 

des souches actinomycétales sont décrits dans le tableau 39 (annexe 6). Ainsi, la figure 27 

présente le résultat de l’antibiogramme de la  souche 480.  
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Figure 27: Distribution des diamètres des zones d’inhibition en fonction des 
antibiotiques testés sur  les souches actinomycétales. 
 
 

 

      Figure 28 : Antibiogramme de la souche 480. 

Selon leurs caractères étudiés, les  neuf souches sélectionnées peuvent appartenir au 

genre Streptomyces.   
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L’étude des caractéristiques morphologiques, macroscopiques et microscopiques des 

souches actinomycetales est largement utilisée pour caractériser les genres des actinomycètes. 

La plupart des souches développent des colonies après 48 heures d’incubation, c’est une 

caractéristique des actinomycètes à croissance rapide, en effet Nodwel et Losick (1998) ont 

constaté que les colonies de Streptomyces coelicolor érigent les hyphes aériens en 24 heures. 

Ces souches à croissance rapide peuvent être donc rapprochées au genre Streptomyces. 

Selon Shirling et Gottlieb (1976), 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). 

Après 14 jours de développement le mycélium aérien présente une gamme de couleur 

assez variée : blanc, orange, beige, jaune, violet, marron, brun-noir, gris ou vert. Ceci 

représente un critère de détermination du genre des Streptomyces (Shirling et Gottlieb, 1966; 

Williams et Wallington, 1983; Sabaou, 1988). 

D’autres ont identifié des genres actinomycetales par observation des chaînes de spores 

au microscope optique (Balagurunathan et al., 1996). 

Le mycélium est responsable de la formation des sporophores simples, qui produisent 

des chaînes de spores, cela a pu être observé au microscope optique où l’observation permet 

d’apprécier l’organisation de la chaîne de spores. 

Toutes les souches actives développent un aspect poudreux ou granuleux correspondant 

au mycélium aérien. Le mécanisme de la morphogenèse a fait l’objet d’une étude réalisée par 

Sprusansky et al. (2003) et Kim et al. (2005) sur Streptomyces coelicolor, il s’est avéré 

qu’une fois les sources nutritionnelles du milieu sont épuisées, il y a libération de petites 

molécules à partir du mycélium du substrat, la libération de ces signaux chimiques déclenche 

un programme d’expression de gènes démontré par l’apparition d’un mycélium aérien. 

En plus des caractères morphologiques, les colorations cellulaires, les caractères 

biochimiques et physiologiques sont d’une grande importance dans la caractérisation des 

genres d’actinomycètes avec une plus grande précision (Boiron et al., 1993; Carlotti et al., 

1994). 

Les pigments solubles sont produits par toutes les souches, ils sont de couleur beige 

pour les souches 476, 479 et 512 marron pour 480 et 493, rose-violet pour la souche 505, ou 

même orangée pour la souche 506 et jaune pour la souche 509.  
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Ces pigments peuvent être des substances bioactives, Margalith (1992) rapporte que les 

actinomycètes produisent des métabolites bioactifs pigmentés. Horinouchi et Beppu (1994) 

ont rapporté aussi que la streptomycine produite par Streptomyces griseus est un pigment 

jaune.  

La souche 511 secrète un pigment brun noir qui est la mélanine, la production des 

pigments mélanoïdes 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 biosynthèse de la mélanine se fait par la voie de Raper-Mason 

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. 

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. (2001) ont 

rapporté que le génome de Streptomyces overmitilis code pour 25 métabolites secondaires 

(mélanine, caroténoïdes, siderophores …etc.). 

La majorité de ces souches sont capables de métaboliser l’amidon et la caséine du lait, 

pour assurer la source de carbone et d’azote; par contre, uniquement deux souches (493         

et 511) sont capables de produire des pigments mélanoïdes sur milieu ISP6. 

Les critères de détermination que nous avons utilisés sont pris a partir des références 

bibliographiques : «Girard et Rougieux, 1967;  Kutzner, 1986; Prinzis, 1990; Lemriss, 

2003; Taxonomie Outline of The Procaryotes, Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriologie, (Garrity et al., 2004); Zermane, 2008; Dhanasekaran  et al., 2005; Kitouni 

et al., 2005». 

D’après les tests morphologiques, physiologiques et biochimiques réalisés nos souches 

isolées à partir du sol se rapprochent plus du genre Streptomyces. En effet Lechevalier          

et Lechevalier (1967) ont montré que la fréquence de Streptomyces dans le sol d’après 

l’étude de 5000 échantillons issus de 16 sols différents est de 95,34%. 
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III.4.  Identification de souches d’actinomycètes à l’aide de l’ADNr 16S 

La séquence qui code pour l’ARN ribosomique 16S (ARNr 16S) est utilisée comme 

marqueur phylogénétique en raison de sa structure, très conservée dans toutes les bactéries. Il 

est constitué d’une succession de domaines conservés qui constituent des sites de 

complémentarité pour les amorces universelles, et d’autres portions de séquences propres à un 

groupe de bactéries, nommées séquences signatures. 

Nous avons dans un premier temps extrait l’ADN génomique, en utilisant différentes 

méthodes (utilisant des enzymes lytiques ou un broyage dans l’azote liquide), puis amplifié 

l’ADNr 16S par réaction de polymérisation en chaîne (PCR). Nous avons utilisé pour la PCR 

trois paires d’amorces différentes : une paire d’amorces universelles des bactéries qui amplifie 

une région d’environ 1500 pb (27F et 1492R) (Rheims et al., 1996), et deux paires d’amorces 

spécifiques des Actinobacteria, permettant d’amplifier respectivement des régions d’environ 

600 et 300 pb : {Com2xf et Ac1186} et {ACT235 et ACT878) (Farris et Olson, 2007 ; 

Schäfer et al., 2010).Le positionnement des amorces sur le gène de l’ARNr 16S est 

représenté sur la Figure 29. 

27F

1 1488220 874

643 pb

281 pb

1488 pb

ACT878 1492RAc1186

Com2xfACT235

 

Figure 29 : Positionnement des amorces utilisées sur le gène de l’ARNr 16S (chez 

Streptomyces coelicolor A3(2)). 

 

Les amplifications ont été contrôlées par migration électrophorétique sur gel d’agarose. 

Un exemple représentatif est montré sur la figure 30. 
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30.  

Figure 30 : Résultats de la PCR après visualisation du profil de migration. 
 

Le contenu de chaque puits est décrit dans le tableau 27 suivant. 

 

Tableau 27 : Nature des échantillons déposés sur gel d’agarose (produits PCR des souches 
474, 493 et 523). 

 

Puits Souche
1 Marqueur 
2 27F et 1492R
3 Com2xf et Ac1186
4 ACT235 et ACT878
5 27F et 1492R
6 Com2xf et Ac1186
7 ACT235 et ACT878
8 27F et 1492R
9 Com2xf et Ac1186
10 ACT235 et ACT878
11 27F et 1492R
12 Com2xf et Ac1186
13 ACT235 et ACT878

Amorces utilisées Type d'extraction

474
Extraction par lyse 

enzymatique
523

493
Extraction par 

broyage dans l'azote 
liquide

523

 

Les produits PCR montrent bien l’amplification d’un segment d’ADN de la taille 

attendue. Ces produits PCR ont été purifiés puis séquençés. 
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III.4.1. Interprétation des séquences d’ADN 

Nous avons utilisés différents programmes d’analyses de séquences disponibles en 

ligne. 

 
a) JaMBW 

Nous avons obtenu à l’aide de plusieurs amorces ciblant le même gène, plusieurs 

régions différentes. Le but est de reconstituer la plus grosse séquence possible, avec des 

chevauchements des séquences de manière à limiter au maximum les erreurs de séquençage. 

Voici par exemple les séquences obtenues pour la souche 469 : 

 
En Vert : le numéro de souche 
En Bleu : le nom de l’amorce 
En violet : le sens de lecteur du fragment 
F = Forward (direct) R = Reverse (inverse) 

 

> 469-2F_Com2xfF 
TATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTTACCAAGGCTTGACATCGCCCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGGTGACAGGTGGT
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTG
ATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCACTACGG 

> 469-3F_ACT235F 
GACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGAC
GGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGA
GCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGA
TCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGC
GAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGC
CGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCTGGGAA 

A l’aide de JaMBW , on renverse les séquences des Reverses puis on prend la séquence complémentaire pour les 
mettre dans le même sens de lecture que les autres. 
> 469-3R_ACT878R 
ACGTGGATGTCGCCACACCTAGTTCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTC
AGTAATGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCACA
CTCTAGTCTGCCCGTATCGAATGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGTGACAGACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATA
ATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCC
CTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTGAGCTTCTACCTCAC
CAACAAGCTAAAGG 

> 469-3R_ACT878R- (Séquence renversée avec JaMBW) 
CCTTTAGCTTGTTGGTGAGGTAGAAGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGT
TGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTG
CATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGC
GAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGG
TGGGAACTAGGTGTGGCGACATCCACGT 

> 469-2R_Ac1186R 
ATGGCATGCTGGCAACACAGAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCT
GTCACCCGACCACAAGGGGGGCACCATCTCTGATGCTTTCCGGGCGATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCGTCGAATTAAGCCACAT
GCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTATTGAGTTTAAAC 

> 469-2R_Ac1186R- (Séquence renversée avec JaMBW) 
 
 
b) CrustalW2 

Le logiciel CrustalW2 va maintenant analyser toutes les séquences précédentes sauf les 

séquences R qui n’ont pas été remises dans le bon sens. Le logiciel superpose les régions 



Résultats  Résultats  Résultats  Résultats  &&&&    DiscussionDiscussionDiscussionDiscussion    ----                                                                                                                                                            Chapitre IChapitre IChapitre IChapitre I    : : : : Les actinLes actinLes actinLes actinomycètes omycètes omycètes omycètes                                  
 

111 
 

identiques, ce qui permet de reconstituer une plus grande partie du gène. Voici la séquence 

finale obtenue : 

> 469 
CCTTTAGCTTGTTGGTGAGGTAGAAGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCG
ACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCT
CTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGG
CGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGAC
TAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAA
CACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTGGCGACATCCACGT
CGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCTGGGAA 
La partie bleue est issue de 469-3R_ACT878R (renversé) et la partie en vert est issue de 469- 
3F_ACT235F. 
 
c) Blast 

Blast compare la séquence finale à tous les génomes recensés à ce jour et donne le degré 

de similitude avec les espèces les plus semblables. Dans ce cas, on peut dire que la souche 

469 a beaucoup de probabilité d’appartenir au genre Streptomyces. Les degrés de similitude 

avec plusieurs espèces de Streptomyces ne nous permettent pas de savoir à quelle espèce 

appartient précisément cette souche. 

 

 

Figure 31 : Comparaison du gène 16S sur Blast de la souche 469. 
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La démarche est répétée pour les autres souches et les résultats sont écrits dans le 

tableau suivant : 

 

Figure 32 : Tableau des résultats de l’identification des souches 469, 471, 474, 480, 493                
et 510. 

 

La technique d’identification par l’ADNr 16S a donc permis de savoir que toutes les 

souches étudiées sont des Streptomyces mais les % d’identité de séquence ne nous ont pas 

permis d’identifier les espèces. 

La présence d’Actinomadura et de Nocardia dans les isolats est en étroite corrélation 

avec la technique utilisée (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997). Quant à l’absence des 

autres genres des isolats obtenus peut être expliquée soit par l'absence de ses genres dans les 

écosystèmes étudiés ou à cause des techniques d'isolement utilisées. Il a été rapporté que 

seulement 0,001-15 % de la population microbienne présente dans les échantillons 

environnementaux est cultivable (Amann et al., 1995). Généralement, les spores des 

actinomycètes sont facilement cultivables à partir des échantillons environnementaux, 

cependant, la sélectivité due aux milieux de culture utilisés pour l'isolement peut affecter leur 

croissance (Goodfellow et Simpson, 1987). La caractérisation d’un organisme en terme de 

phylotype ne nécessite qu’une séquence génétique et non une cellule fonctionnelle. Par 

conséquent, les gènes ou fragments de gènes codant pour l’ARNr 16S peuvent être 

sélectivement amplifiés par PCR à partir de mélanges complexes d’ADN obtenus directement 
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d’échantillons environnementaux. Cette méthode permet alors de s'affranchir de l’étape de 

culture des microorganismes dans un but d’identification de ces derniers (Kitouni, 2007). 

 

IV.  Recherche de gènes codant un peptide lasso 

 

Nous avons évoqué en introduction l’essor de l’approche génomique pour la découverte 

de métabolites secondaires d’intérêt. Cette approche a été particulièrement efficace pour 

identifier de nouveaux peptides lasso, peptides bioactifs produits notamment par les 

Actinobacteria (Maksimov et Link, 2013). Cette approche a été utilisée récemment par 

l’équipe du Professeur Sylvie Rebuffat et a permis de découvrir un nouveau peptide lasso 

produit par Streptomyces sviceus, la sviceucine. Dans notre cas, n’ayant pas accès aux 

génomes des souches isolées, nous avons examiné la possibilité de cribler ces souches pour la 

production de peptides lasso par PCR, en utilisant des amorces dégénérées conçues par 

rapport aux séquences protéiques des enzymes de maturation de ces peptides.  

Les peptides lasso sont maturés à partir d’un précurseur linéaire issu de la voie de 

biosynthèse ribosomale, sous l’action de deux enzymes : une protéase et une lactame-

synthétase (Duquesne et al., 2007; Yan et al., 2012). Chez Streptomyces sviceus, ces 

enzymes sont appelées respectivement SvicB et SvicC. Nous avons conçu des amorces pour 

amplifier la séquence d’ADN codant les domaines conservés de SvicB et SvicC (Figure 33), 

appelées 238, 240 et 242. Le couple d’amorces 238-240 est sensé amplifier un fragment de 

323 pb, tandis que la paire 238-242 devrait permette d'amplifier un fragment de 1757 pb. Le 

positionnement des amorces sur le système génétique de biosynthèse de la svicéucine est 

donné sur la figure 33. 

 

Figure 33 : Position des amorces sur le système génétique de S. sviceus. Le gène svicA code 
le précurseur, svicB et svicC codent les enzymes de maturation, et svicD code la protéine 
d’export. 
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Des essais de PCR ont d’abord été réalisés sur la souche de Streptomyces sviceus qui 

produit la svicéucine, afin de développer la méthode de PCR et de valider cette approche de 

criblage sur un contrôle positif. Toutefois, nous n’avons pas obtenu d’amplification en 

utilisant les deux paires d’amorces 238-240 et 238-242. Nous poursuivons ce travail en 

essayant d’optimiser les conditions de PCR, en particulier en essayant de diminuer la 

température d’hybridation. En parallèle, d’autres amorces moins dégénérées vont être 

conçues. 

 

 

V. Recherche de molécules antibiotiques 

 

Parmi les souches d'actinomycètes isolées, trente-huit souches sont sélectionnées en 

premier temps, selon trois critères: la pureté, les caractéristiques typiques et la vitesse de 

croissance. Ceux-ci afin d’étudier leur activité antimicrobienne. 

En second temps après avoir réalisé le test d’activité antimicrobienne des souches 

actinomycétales sélectionnées contre les microorganismes cibles,  un deuxième criblage a été 

fait et est basé sur le spectre d’activité antibactérienne et /ou antifongique relativement large 

vis –à –vis des germes cibles. À  partir des trente- huit souches, neuf souches sont retenues     

(Tableau 28). 
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/ : Test non réalisé ; § : Absence d’activité (06 mm est le diamètre des cylindres d’agar).  

Tableau 28: Résultat de l’activité antimicrobienne des souches d'actinomycètes contre les microorganismes cibles déterminée par la 
méthode des cylindres d’agar (en mm). 

 

                                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Code de la 
souche  

Origine C. 
albicans 

S.aureus ATCC 
6538 

M. luteus 
ATCC 9341 

Vibrio 
alginolyticus 
CIP 103336 

E.coli  
ATCC 8739 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

469 E2 10 09 19 06§ 06 06 
470  E1 10 06 11 06 06 06 
471 E1 07 06 06 06 06 06 
472 E1H 15 06 08 06 06 06 
473 E1H 12 06 08 06 06 06 
474 SB1 20 06 11 06 06 06 
520 AE1 10 06 14 06 06 06 
476 AE2 07 08 19 06 06 06 
477 AE3 06 06 06 06 06 06 
478 E1 06 14 14 06 06 06 
479 AE4 07 12 20 06 06 06 
480 AE5 06 09 20 06 06 06 
521 OM1 00 06 06 06 06 06 
482 OM2 06 06 08 06 06 06 
483 AE6 07 06 10 06 06 06 
484 E1 06 13 06 06 06 06 
485 AE7 06 07 13 06 06 06 
486 OC1 06 06 13 06 06 06 
487 SB2 10 06 06 06 06 06 
488  OC2 06 06 06 06 06 06 
489  E5 10 07 12 06 06 06 
490 E1 10 06 06 06 06 06 
535 E5 10 07 09 06 06 06 
492 OM3 10 06 06 06 06 06 
493 OM4 21 06 06 06 06 06 
494 AE8 06 06 06 06 06 06 
495 OM5 06 06 06 06 06 06 
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Suite tableau 28: Résultat de l’activité antimicrobienne des souches d'actinomycètes contre les microorganismes cibles déterminée par 
la méthode des cylindres d’agar (en mm). 

 

 

 

 

 

 

Code de la 
souche  

Origine C. 
albicans 

S. aureus  
ATCC 6538 

M. luteus 
ATCC 9341 

Vibrio 
alginolyticus 
CIP 103336 

E.coli  
ATCC 8739 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

522 AE12 08 17 20 06§ 06 06 
497  E5 06 06 06 06 06 06 
498 AE9 06 06 06 06 06 06 
499 OM6 06 06 06 06 06 06 
500 E1 00 16 06 06 06 06 
501 E1 06 00 06 06 06 06 
536 E.B. 10 06 06 / 06 06 
530 E1 08 08 10 / 06 06 
504 AE10 06 06 06 06 06 06 
537 E3 06 08 13 / 06 06 
506 E2 08 15 17 06 08 06 
507 OC3 29 09 06 06 10 07 
508 AE11 06 06 06 06 06 06 
509 SB3 06 14 12 06 06 06 
511 SB4 06 06 16 06 06 06 
512 SB5 17 06 06 06 06 06 
514 OC4 06 06 06 06 06 06 
515 E1 06 06 06 06 06 06 
516 E1 06 06 08 06 06 06 
517 E4 06 06 13 06 06 06 

/ : Test non réalisé ; § : Absence d’activité (06 mm est le diamètre des cylindres d’agar).  
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V.1. Méthode des cylindres d’agar 

V.1.1. Test d’activité antibactérienne  

Le spectre d’activité antibactérienne des souches d'actinomycètes retenues a été 

recherché par la méthode des cylindres d’agar  vis-à-vis de trois souches de bactéries à Gram 

positif et deux souches bactériennes  à Gram négatif (Tableau 28).  

Les résultats montrent que les souches 476, 479, 505 et 509 présentent un spectre 

d'activité antibactérienne  vis –à- vis des deux bactéries  à coloration de Gram positive testées 

(M.  luteus et S. aureus). Cependant la souche 511,  n'est active que contre M.luteus. 

Il ressort aussi du tableau 28 que la souche 506 montre une activité contre de toutes les 

bactéries testées, tandis que la souche 480 ne révèle aucune activité antibactérienne détectée  

contre  S. aureus MRSA 43300 et P. aeruginosa. 

En revanche les deux souches 493 et 512 ne montrent aucune activité antibactérienne. 

 

V.1.2. Test d’activité antifongique  

Le spectre d'activité antifongique des souches actinomycetales retenues d'origine 

terrestre a été testé contre C. albicans (souche résistante à la nystatine et l’amphotéricine  (50 

µg/ ml). 

Les résultats du tableau 28 illustrent que les souches 476, 479, 480 et 506 ont montré 

une faible activité contre C. albicans alors que les deux souches 493 et 512 présentent  la plus 

forte activité antifongique avec des zones d'inhibition de 21 et 17mm, respectivement. 

 Alors que les trois souches 505, 509 et 511 ne révèlent aucune activité antifongique. 

La figure 34  représente un exemple de zones d’inhibition données par la méthode des 

cylindres d’agar des  souches d’actinomycétales contre  S. aureus ATCC 6538 (Figure 34-A) 

et C. albicans  (Figure 34-B). 
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Figure 34 : Activité antimicrobienne des souches actinomycetales  par  la méthode des 
cylindres d’agar contre S. aureus ATCC 6538 (A) et C. albicans  (B). 
 

V.2. Méthode des puits  

Concernant  la méthode des puits aucune zone d'inhibition n’a été observée contre des 

germes cibles à l’exception de la souche S. aureus où il y a l’apparition d’une faible zone 

d’inhibition de 8 mm de diamètre obtenue par la souche 509.  Les résultats des molécules de 

référence utilisées dans cette méthode figurent dans le tableau ci-dessous.                                                                   

Tableau 29 : Résultat des molécules de référence utilisée dans la méthode des puits. 
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Figure 35 : Photos des tests d’activité antimicrobienne des actinomycètes sur les souches 
Staphylococcus aureus (A, B),  Micrococcus luteus (C) et Candida albicans (D). 

 

Les actinomycètes existent dans divers habitats en nature y compris le sol qui est 

considéré comme le réservoir principal de ces bactéries (Davies et Williams, 1970). Ils 

constituent une source intéressante de substances bioactives, notamment les molécules 

antimicrobiennes. Le criblage des souches d’actinomycète d’origine terrestre présente une 

nouvelle voie de recherche d’antimicrobiens naturels. La plupart des criblages concernant la 

recherche des substances antimicrobiennes à partir des souches d’actinomycètes ont été 

effectués sur des échantillons du sol. 

 

A B A 

D 
C 



Résultats  Résultats  Résultats  Résultats  &&&&    DiscussionDiscussionDiscussionDiscussion    ----                                                                                                                                                            Chapitre IChapitre IChapitre IChapitre I    : : : : Les actinomycètes Les actinomycètes Les actinomycètes Les actinomycètes                                  
 

120 
 

Depuis, la découverte de la streptomycine par l’équipe de Waksman en 1943 à partir de 

bactéries du sol du genre Streptomyces et l’isolement de la nystatine, premier antibiotique 

antifongique, par Hazen et Brown en 1951 à partir de Sreptomyces noursei provenant aussi 

du sol, plusieurs recherches ont été entreprises sur des souches d’actinomycètes d’origine 

terrestre. Différents types de sol (forêts, boue, lac), même des milieux extrêmes (désert), ont 

été explorés dans l’espoir de découvrir de nouvelles souches produisant des produits 

nouveaux (Oswald et al., 1968; Hacène et al., 1994; Chiba et al., 1999; Hwang et al., 2001; 

Lee et Hwang, 2002 ; Meklat et al., 2011, Suela Silva, 2013). 

Dans ce cadre, un criblage de trente-huit souches d’actinomycètes d’origine terrestre a 

été effectué. L’activité antibactérienne et antifongique des souches d’actinomycetales isolées 

et purifiées a été mise en évidence par la technique des cylindres d’agar et la technique des 

puits. Les deux techniques sont des méthodes de diffusion en milieu gélosé.   

Vingt-trois souches (60,5 %) parmi  les trente-huit souches testées, ont montré une 

activité antimicrobienne contre au moins un des germes cibles testés (M. luteus ATCC 9341, 

S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 8739, P. aeruginosa ATCC 27853,  C. albicans ). Ce 

pourcentage de souches actives se montre plus élevé par rapport à d’autres pourcentages de 

souches actives décrites dans des études de criblage concernant les souches d’actinomycètes 

isolées à partir du sol ou à partir du milieu marin. Hacène et al. (1994) ont trouvé que sur 286 

souches d’actinomycètes isolées de différents écosystèmes du Sahara algérien, seulement 32 

souches (11,19 %) ont montré une activité contre au moins un germe cible parmi quatre 

bactéries, deux levures et plusieurs champignons filamenteux. Dans les travaux de Hilali et 

al. (2002) les résultats d’un criblage initial de 85 souches d’actinomycète isolées à partir du 

milieu naturel (sol, eau et sédiments marins) montrent que 25 souches (29,41 %) ont une 

activité vis-à-vis au moins un des germes cibles suivants : bactéries et/ou des champignons 

pathogènes (Candida albicans, Candida tropicalis R2, Fusarium culmorum, Fusarium 

graminearum).  

Nos résultats indiquent que les isolats d’origine terrestre, comme ceux d’origine 

environnementale, sont une source potentielle intéressante de substances antimicrobiennes.  

On note l’intense activité antimicrobienne de la souche 506, qui a montré une activité 

inhibitrice vis-à-vis de toutes les bactéries et la levure. 

En outre, les résultats de ce screening montrent aussi que l’activité antimicrobienne des 

souches d’actinomycètes testées dépend de la méthode utilisée (Lemriss, 2003). Ainsi, nos 

résultats montrent aussi une différence du nombre de souches actives en fonction de la 

méthode utilisée. Il s’est révélé que par rapport à la méthode des puits, la méthode des 
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cylindres d’agar se prête mieux à la détermination de la sensibilité des souches microbiennes 

aux molécules bioactives produites par les souches d’actinomycètes testées.  

Les résultats ont prouvé que seize actinomycètes ont une activité contre M. luteus avec 

un diamètre de zones d’inhibition entre 08 et 20 mm. Les travaux de Fourati-Ben Fguira     

et al. (2005), ont montré que les Streptomyces isolés du sol d’Oasis Tunisien possèdent une 

activité inhibitrice entre 21 et 32 mm sur ce germe. Par contre, une souche de 

Streptosporangium isolée du sol du Sahara algérien a révélé des zones d’inhibition de 41 mm 

et les fractions du surnagent purifié par HPLC ont montré des zones d’inhibition entre 26      

et 34 mm (Boudjella et al., 2006 ; Boudjella et al., 2007). 

De même, nos résultat montre que S. aureus est résistante aux molécules secrétées par 

les actinomycètes (à l’exception de la souche 506) avec une sensibilité intermédiaire à 

l’ampicilline, par contre S. aureus ATCC 6538 présente des zones d’inhibition qui varient de 

07 à 15  mm. Şahin et Učur  (2003), ont isolé des souches de Streptomyces du sol de la 

Turquie avec une activité vis-à-vis de S. aureus de 11 à 30 mm. Des souches d’actinomycètes 

du même origine révèlent une inhibition entre 08 et 16mm (Oskay et al., 2004).  

La souche à Gram négatif, E. coli présente aussi une résistance à l’exception de deux 

souches d’Actinomycetales 480 et 506 avec des zones d’inhibition de 08 et 10mm, 

respectivement. Des résultats similaires sont mentionnés par Şahin et Učur (2003) où deux 

souches parmi les 15 souches de Streptomyces isolées du sol sont actives avec des zones 

d’inhibition entre 10 et 20 mm de diamètres. Le même résultat est rencontré dans les travaux 

de Oskay et al. (2004) où sur un total de 17 souches d’actinomycètes isolées du sol de 

Turquie, seulement deux souches étaient actives sur E. coli, avec des diamètres d’inhibition 

entre 15   et 26 mm. 

Selon les tests d’évaluation de l’activité antibactérienne, l’espèce la plus résistante était 

P. aeruginosa. Les travaux de Şahin et Učur (2003), coïncident avec nos résultats. De même 

Boudjella et al. (2006) ont remarqué une absence d’effet de la souche Streptosporangium sur 

P. fluorescens. Les résultats de l’effet de substances bioactives produites par des 

actinomycètes isolés à partir d’échantillons d’eau, de sol et d’écorces d’arbres du nord-est de 

l’Algérie montrent que deux souches parmi les 14 testés sur P. aeruginosa par la méthode des 

disques (3mm) présentent des zones d’inhibition supérieurs à 3mm (Kitouni et al., 2005). 

L’évaluation, de l’activité anti-Candida révèle des zones d’inhibition entre 07 et 21 mm 

pour 10 souches parmi les 38 testés (26,3%). D’après les résultats des expériences réalisées 

par Lemriss et al. (2003) par la méthode des cylindres d’agar et la méthode des puits (3mm), 

on note que parmi les 110 actinomycètes d’origine clinique, 42 (soit 38%) sont actives contre 
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C. albicans CIP 884.65 avec des diamètres des zones d’inhibition qui varient entre 03 et  52 

mm. De même Slavica et al. (2005) ont mentionné que des souches appartenant au genre 

Streptomyces montrent des zones d’inhibition (11- 31mm) vis-à-vis de C.albicans 

ATCC10231.  

Plusieurs études ont également montré une grande variabilité des résultats des tests 

d’activité antifongique en fonction de la méthodologie (Cadet et al., 1996; Kauffman et 

Carver, 1997; Kang et al., 2010 ; Mendes et al., 2013). 

En se basant sur leurs origines, l’activité antibactérienne des actinomycètes représentent 

un pourcentage de 31,2% pour les souches isolées de Laghouat et 54,5% pour les souches 

isolées de Tlemcen, alors que l’activité antifongique occupe un taux de 37,5% pour les 

souches isolées de Laghouat et 18,2% pour celles isolées de Tlemcen. D’après Kattere         

et Andren (2001), le nombre et l’activité des microorganismes changent d’une région à une 

autre, influencé par le contenu de matières organiques du sol, la texture du sol, le pH, 

l’humidité, la température, l’aération et d’autres facteurs. 

 

V.3. Fractionnement des extraits et suivi bioguidé 

Les extraits de mycélium (issus de cultures sur milieu gélosé Bennett) des souches 469, 

473, 474, 478, 484 et 500 ont été fractionnés par chromatographie d’exclusion (gel de 

Sephadex LH20). L’activité antimicrobienne a été mesurée pour les différentes. En parallèle, 

ces fractions ont été analysées par couplage chromatographie liquide -spectrométrie de masse 

(LC-MS). Ces fractionnes se sont montrées actives contre des bactéries à Gram positif avec 

des valeurs de diamètres d’inhibition comprises entre 9 et 25 mm (Tableau 30). En revanche, 

ils sont inactifs contre toutes les bactéries à Gram négatif testées. 
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Tableau 30 : Activités antibactériennes (diamètres d’inhibition en mm) des fractions LH20 
issues des souches actives de Streptomyces sp. 

 
Fraction  Souche de 

Streptomyces 
S. aureus 

ATCC 6538 
M. luteus 

ATCC 9341 
51 469 16 15 
52 469 14 11 
55 473 14,5 14 
56 473 14 09 
57 473 / / 
58 474 11 25 
59 474 12 16 
65 478 11 / 
66 478 10 / 
67 484 12 / 
70 500 13 12 
71 500 10 / 
Contrôle positif Chloramphénicol 31 40 

Kanamycine 20 20 
 

Les profils LC-MS de la première fraction LH20 de chaque souche sont donnés sur la 

Figure 36. Ces profils montrent la complexité des fractions, qui rend difficile d’attribuer 

l’activité mesurée à un composé. 
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Figure 36: Profils LC-MS (courants ioniques totaux) des premières fractions de 
chromatogaphie d’exclusion LH20, pour chaque souche sélectionnée. 
 

Une seconde étape de fractionnement a été conduite par chromatographie liquide haute 

performance (HPLC) de phase inverse, sur une colonne de type C18. Encore une fois, les 

fractions ont été analysées d’une part pour leur activité antibactérienne, et d’autre part pour 

leur profil LC-MS. Les résultats sont donnés ci-dessous pour la souche 500. 
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Tableau 31 : Activités antibactériennes (diamètres d’inhibition en mm) des fractions HPLC 
issues des souches actives de Streptomyces sp. 
 

Fraction  S. aureus ATCC 6538 M. luteus ATCC 9341 
44 7 7 
45 7 6,5 
46 7 7 
47 0 0 
48 9 6 
Contrôles positifs 
chloramphénicol 
kanamycine 

 
31 

 
40 

20 20 
Contrôles négatifs 
25% acétonitrile 
60% acétonitrile 

 
0 
0 

 
0 
0 

 

Figure 37: Profils LC-MS (courants ioniques totaux) des fractions HPLC issues des extraits 
de mycélium de la souche 500. 
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Ces profils LC-MS sont encore assez complexes et illustre la diversité des métabolites 

secondaires extraits du mycélium de Streptomyces. Les ions détectés par LC-MS pour la 

souche 500 sont de petit m/z (le plus souvent inférieur à m/z 500), ce qui indique que 

l’activité serait plutôt due à une petite molécule antibiotique. Quelques ions de plus haut m/z 

ont été détectés : des ions de m/z entre 1100 et 1200 chargés deux fois, indiquant des masses 

moléculaires de l’ordre de 2000-2500 Da (fraction 46), et des ions de m/z 601 (fraction 45). 

La fraction 47, non active, contient des composés de masse moléculaire entre 900 et 1200 Da 

ainsi que des composés présentant un profil isotopique indiquant la présence de l’élément 

chlore. Ainsi, ces composés chlorés ne semble pas avoir une activité antibactérienne. 

Le fractionnement devra être poursuivi de façon plus fine afin d’isoler les composés 

responsables de l’activité antibactérienne et les identifier. 
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Chapitre II.  

 

Les bactéries lactiques  

 

 

I. Introduction 

 

Des bactéries lactiques présentant des propriétés antibactériennes ont été isolées à 

plusieurs reprises de produits laitiers traditionnels variés tels que le beurre traditionnel 

“Shmen”  (Kacem, et Karam, 2006), le Jben (Ouadghiri  et al., 2005) ou encore El-Klila  

(Boubekri et Ohta, 1996). 

Dans la plupart des ateliers de la production Algérienne, la fabrication de ces produits 

s’effectue actuellement à petite échelle avec ou en absence d’une fermentation spontanée. 

L’ensemble des étapes de production apporte des flores microbiennes qui participent aux bons 

déroulements des processus de fabrication. Les produits sont essentiellement consommés sur 

place ou à proximité du lieu de production avec des qualités différentes d’un atelier à un autre. 

La recette et les paramètres techniques de la fabrication de ces produits varient d’une région à 

une autre. Ceci est dû à des traditions et savoir-faire transmis de génération en génération et il 

explique la grande variabilité de la qualité sensorielle des produits laitiers traditionnels de 

notre pays.  

 

II.  pH des produits laitiers traditionnels 

 

La valeur moyenne du pH des produits laitiers traditionnels reporté dans le tableau 32 

varie entre 3.92 et 6.38. La Klila serait légèrement plus acide que les Zebda, Dhan et Jben. 

Cette acidité peut être expliquée par l’activité des bactéries lactiques, ce qui est comparable à 

celle reportée par Lahsaoui (2009). D’autre étude réalisée par Mennane et al. (2007) a 

montré une valeur moyenne similaire de 4.14 pour sept échantillons de la Klila Marocaine.  
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Selon les travaux de Kacem et Karam (2006), les analyses du pH de produit laitier  

‘‘Smen’’ du lait de chamelle de quatre wilayas d’Algérie ont présenté des valeurs qui varient 

entre 3,10 et 4,87. 

Pour le cas du Jben, la différence de la valeur du pH trouvée 6,38 par rapport aux autres 

produis laitiers étudiés peut être due à plusieurs facteurs tels que la méthode et la date de 

préparation, l’origine du lait et la nature de l’alimentation donnée aux animaux (Ouadghiri, 

2009). 

 

Tableau 32: pH et dénombrement des bactéries dans les produits laitiers traditionnels. 

Produit pH  Charge (UFC/g) 
MRS28°C M1728°C MRS45°C M1745°C PCA30°C 

E1: Zebda 4,55  106  106  5x104 2,4x105 2,2x102 
E2: Dhan 4,71 6x102 8x102 2x102 4x102 4x107 
E3: Dhan 5,03  2x104 3x104 2,4x104 2,7x104 1,8x108 
E4: Klila  3,92 109 9 x108 1,1 x103 3,6 x 103 3x103 
E5: Klila  4,02 104 103 2x102 2,9 x103 1x108 
E6: Klila  4,43 3,15x108 3,18x108 105 7x106 5,09x107 
E7: Jben 6,38 3,4x107 5x107 2,9 x107 4,6x107 3,47x107 
E8: Zebda 4,71 102 5x102 102 102 3x101 
 

 Concernant le dénombrement, le nombre total de bactéries lactiques comptées sur 

MRS et M17 varie entre 102 et 9x108 UFC/g par boite (Tableau 32). Ce résultat est en accord 

avec les travaux de Ouadghiri (2009) sur dix-sept échantillons du fromage blanc traditionnel 

(Jben) du Maroc où les valeurs trouvées sont de 108 à 109 UFC/g. 

Les nombres les plus élevés de colonies sont obtenus pour la Klila (E4) à raison de  

9.108
 UFC/g dans le milieu M17 et 109

 UFC/g) dans le milieu MRS à 28°C. Alors, Les plus 

faibles nombres sont enregistrés pour la Zebda (E8) sur les milieux PCA (3.101 UFC/g) et 

MRS (102
 UFC/g) et pour le Dhan (E2) sur le milieu MRS (2.107 UFC/g) à 45°C.  

L’amplitude des variations du nombre moyen de colonies obtenu dans nos échantillons 

est importante et ceci quel que soit le milieu utilisé et la température d’incubation. Ce nombre 

est plus important sur les milieux M17 et MRS que sur le milieu PCA à l’exception des 

échantillons du Dhan (E2 et E3) et de Klila (E5). Les valeurs de flores microbiennes 

dénombrées sur le milieu PCA sont plus élevées par rapport aux résultats reportés par 

Mennane et al. (2007), où la Klila et le Jben ont révélé des charges de l’ordre de 4.106 et 7.5 

104 UFC/g, respectivement. 
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Le faible niveau de microflores totales (Flore mésophile aérobie revivifiable) dans la 

plupart des produits étudiés est similaire aux résultats réalisés en Maroc sur des échantillons 

de Klila (Mennane et al., 2007), en Burkina Faso sur un lait fermenté traditionnel appelé 

Fulani et en Algérie sur des produits laitiers traditionnels tels que “Shmen” (Kacem                      

et Karam, 2006) et Zebda, Klila et Jben (Gaoui et Souida, 2009). Cette variabilité peut être 

attribuée aux conditions de production et aux conditions climatiques qui diffèrent selon les 

régions. 

Cette légère diminution du nombre de la flore mésophile totale serait due à un effet 

inhibiteur des acides organiques produits. Selon Bourgeois et Larpent (1996), la croissance 

des lactobacilles est favorisée par des pH de 6,4 à 5,5 mais elle est limitée avec des pH 

inférieurs à 4,5 (plus acide).  

La connaissance de la composition microbienne du lait est d’un intérêt particulier pour 

les agriculteurs et les transformateurs du lait. En effet, le lait dans les cellules du pis est stérile 

(Tolle, 1980), mais la glande mammaire, la peau du pis (Brisabois et al., 1997), le matériel de 

la traite, la litière, la qualité de l’air et les pratiques des éleveurs (Sevi et al., 1998; Ménard  

et al., 2004) sont des sources de contamination. La colonisation du lait par des 

microorganismes n’a été que partiellement décrite. Seuls les microorganismes pathogènes ont 

été souvent considérés (Wareing, 2005).  

Le milieu MRS (de Man et al., 1960), est un milieu complexe et très riche, il est 

couramment utilisé pour cultiver les bactéries lactiques auxotrophes. Cependant, ce milieu 

contient des sources en osmoprotectants (extraits de levure, extraits de viande, peptones) 

pouvant minimiser l’impact des stress, notamment celui du stress salin (Baliarda, 2003). 

Il faut noter que ces résultats obtenus par des méthodes conventionnelles ne sont 

représentatifs que de la flore cultivable. Or, il a été estimé que dans certains écosystèmes, 

moins de 1% des micro-organismes sont cultivables (Amann et a l . ,  1995). Le passage par 

une étape de culture engendre donc la non détection des bactéries viables mais non cultivables 

et des bactéries qui pourraient être cultivées si un milieu approprié était disponible (Duthoit 

et al., 2003).  
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III.  Isolement des bactéries lactiques  

Les isolats qui ne présentaient pas les caractéristiques phénotypiques des bactéries 

lactiques (Gram positif, catalase négative et oxydase négative) ont été rejetés. Les 20 colonies 

sélectionnées et purifiées sont de taille variable, de forme circulaire avec un pourtour régulier 

ou irrégulier ou érodé et de couleur blanche, jaune ou blanc-crème (Figure 38).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 38: Photos des boites d’isolement des bactéries lactiques [A]: M17 B.L.B.10-1.45°C,       

[B]: MRS B.L.B.10-1.45°C. 

 

Le tableau 33 illustre les origines, les codes et les milieux d’isolement des souches 

lactiques. 
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Tableau 33: Codes et origines des bactéries lactiques isolées. 
 

Code de la souche Milieu d’isolement Origine 

437  MRS.10-1.28°C Beurre de brebis (Laghouat) 
438  M17.10-1.28°C 
439  M17.10-1.28°C Beurre de vache (Laghouat)  
440  M17.10-1.42°C 
441  MRS.10-1.42°C 
442  M17.10-3.28°C 
443 M17.10-3.42°C Beurre de Brebis (Adrar) 
444  MRS.10-1.42°C 
445  MRS.10-3.28°C 
447  M17.10-2.28°C 
449  MRS.10-1.45°C Beurre de vache (Méchria) 

451  MRS.10-3.45°C Klila  de vache (Méchria) 
 452  MRS.10-4.28°C 

453  MRS.10-5.45°C 
454  M17.10-5.28°C Jben de vache (Méchria)  

455  MRS.10-5.28°C 
456  MRS.10-5.28°C 
457  M17.10-3.45°C 
458  M17.10-3.45°C 
459  M17.10-3.45°C 

 

IV.  Identification  phénotypique et génotypique des bactéries 

lactiques isolées  

L'observation microscopique a révélé deux formes de cellules : coques et bâtonnets. Les 

souches sont Gram positif, immobiles, catalase négative, peroxydase négative et nitrate 

réductase négatif.  

Après 48h d’incubation, il a été remarqué un virage de l’indicateur coloré dans le milieu 

de culture du pourpre au jaune pour les tests positifs.  Ce virage est attribué à la production 

d’une quantité plus ou moins forte d’acide lactique par les souches en utilisant les sucres 

fermentescibles (Tableau 40, annexe 7). 

Les 20 isolats provenant de produits laitiers traditionnels ont été identifiés par API 

50CHL d’après le tableau 34.  

Nous remarquons la présence d’une grande diversité d’espèce, nous citons :                           

3 Leuconostoc mesenteroides, 1 Lactococcus lactis, 1 Weissella paramesenteroides,                        

2 Lactobacillus plantarum, 2 Enterococcus faecium, 3 Enterococcus durans et 8 

Enterococcus  faecalis.  
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L’approche par le biais des profils de fermentations des carbohydrates n’a pas été 

concluante, la base de données fournie par l’industriel n’est restreinte qu’à l’identification de 

certains genres affiliés à la famille des bactéries lactiques. Les résultats d’identification en se 

référant à cette base de données ne sont pas satisfaisants, les valeurs de typicité ainsi que les 

probabilités obtenues font l’objet d’incertitude avérée et l’incohérence de ces résultats avec 

ceux obtenus par le biais de la génomique remettant en cause la fiabilité de la base de données 

consultée.  

 
Tableau 34 : Identification des espèces via la base de donné fournit avec les galeries API 50 
CHL (Application API 50 CH, V.5.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’évolution des techniques moléculaires a permis d’améliorer l’identification des 

germes pathogènes, d’altération ou les flores technologiques des produits alimentaires. Il est 

donc souhaitable d’utiliser simultanément à l’approche conventionnelle, des méthodes 

moléculaires directes basées sur la PCR afin d’identifier les isolats.  
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Les identifications ont été effectuées par le séquençage et la comparaison des séquences 

obtenues aux banques de données internationales de l’extrémité 5’ de l’ADN ribosomique 

codant pour l’ARN ribosomique 16S (ADNr 16S). Plus de 600 paires de bases ont été 

analysées par génome. 

En taxonomie, l’identification et l’affiliation de micro-organismes est basée 

principalement sur la comparaison de gènes homologues, c’est-à-dire descendant d’un ancêtre 

commun et ayant conservé une fonction identique au cours du temps. L’approche génomique 

que nous avons établi par le biais de l’amplification et du séquençage du gène codant pour 

l’ARN 16S nous a permis d'identifier l’ensemble des souches isolées avec des pourcentages 

d’homologies de plus de 98 %. Nous avons noté que pour une même souche, différentes 

propositions sont enregistrées avec des scores identiques. 

 

IV.1. Extraction de l'ADN génomique 

Les résultats des concentrations et des rapports d’absorbance sont donné dans le tableau 

35.  Nous remarquons que le rapport A260/A280 est compris dans l’intervalle [1,6 – 2,0], ce 

qui est un indicateur de la pureté des extraits d'ADN obtenus.  
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Tableau 35 : Résultats des concentrations et des rapports d'absorbance des extraits d'ADN. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV.2. Électrophorèse sur gel d'Agarose 

Cette technique nous a permis de séparer les produits d’amplification et de vérifier 

l'amplification du gène cible (ADNr 16S) via le marqueur de migration, ainsi le produit 

d’amplification obtenu correspond a une unique bande qui migre à hauteur du marqueur de 

1,5 kb ce qui correspond parfaitement au poids moléculaire du gène de l’ARN 16S 

(http://www.bacterio.cict.fr/bacdico/genomospecies.html). La figure 39 suivante représente 

les profils de migration sur gel d'agarose des isolats identifiés par API 50CHL. 
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(A) : Souches : 437, 439, 440, 441, 442. 

 

(B) : Souches : 443, 444, 446,452 

 

(C) : Souches : 453, 454, 455, 459 

 

 Figure 39 : Profil de migration des souches (de gauche vers la droite).  

IV.3. Purification de l'ADN pour le séquençage 

Le produit de l'amplification (gène ADNr 16S) a été purifié en utilisant le kit de 

purification de l'ADN «GENECLEAN® Turbo for PCR». L’évaluation des concentrations de 

l’ADN après la purification est enregistrée dans le tableau 36.  

Tableau 36 : Évaluation des concentrations de l’ADN amplifié après purification. 
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IV.4. Séquençage des gènes 

Le séquençage des produits de PCR (gène codant l'ARN 16s) est réalisé par le laboratoire 

Eurofins MWG. Pour chaque échantillon d'ADN, deux séquences sont ainsi obtenues, l'une 

correspond au séquençage dans le sens 5' > 3' et l'autre séquence dans le sens 3' > 5'. 

L'outil informatique a permis d'obtenir dans un premier temps les séquences 

complémentaires des brins 3' > 5' en utilisant une application en ligne 

(http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html), la base de données NCBI «National 

Center for Biotechnology Information» consultable en ligne est requise pour l'identification 

des souches. 

L’application BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) permet entre autre d’aligner 

les séquences et de comparer leur pourcentage d'homologie, il donc admis qu'au delà de 97 % 

d'homologie, deux séquences nucléotidiques appartiennent à une même espèce. 

L'identification et le pourcentage d'homologie des souches analysées sont donnés dans le 

tableau 37. 
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Tableau 37: Identification et pourcentage d'homologie des souches analysées. 

 

Ces résultats obtenus aboutissent à la construction d'un arbre phylogénique qui 

schématise les différents liens de parentés au sein d'un phylum, d'une classe ou d'une famille 

de micro-organismes. L'arbre est construit en utilisant l'application en ligne 

(http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/advanced/cgi). Les résultats obtenus sont résumés sur le 

dendogramme présenté en (Figure 40). 
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Figure 40 : Dendrogramme de bactéries lactiques. 

 

V. Activité antibactérienne des bactéries lactiques  

 

C’est grâce aux métabolites synthétisés à action bactéricide ou bactériostatique tels que 

l’éthanol, le peroxyde d’hydrogène, le diacétyle (Atrih et Foster, 2001), les composés 

antifongiques (Corsetti et al., 1998), les acides phényllactiques (Lavermicocca et al., 2000), 

les antibiotiques comme la reutéricycline (Höltzel et al., 2000) et les bactériocines, que les 

bactéries lactiques sont reconnues comme de bons agents de conservation des produits 

alimentaires (Abee et al., 1995, Klaenhammer, 1988).  

 

Les microorganismes pathogènes testés dans notre étude sont impliqués dans les toxi-

infections ou les intoxications alimentaires appartiennent aux espèces suivantes : 

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Listeria monocytogenes. 

Pseudomonas aeruginosa, et Escherichia coli. 
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Les résultats des interactions ont montré que les souches isolées possèdent un effet 

inhibiteur contre les 6 souches pathogènes utilisées dont la souche 445 est la plus active, 

suivie par les souches 438 et 447 (Tableau 38, Figure 41). Pour les autres souches, le diamètre 

des zones d'inhibition varie entre 0 et  37 mm avec une activité remarquable des souches 454, 

445, 440 et 459, respectivement contre  P.  aeruginosa.   

 

Ces résultats coïncident avec les travaux de Savadogo et al. (2004) pour certaines 

souches, où les diamètres des zones d’inhibition des bactéries lactiques isolées du lait 

fermenté sont de l’ordre de 9 à 10 mm vis-à-vis de S. aureus et de 8 à 9 mm vis-à-vis d’E. 

coli. Par contre, les souches de Leuconostoc isolées par Tadesse et al.  (2007) à partir de 

Borde et de Shamita d’Ethiopie (produits fermentés traditionnels) sont plus actives sur E. coli 

(15 mm) mais elles ont montré des diamètres des zones d’inhibition similaires avec nos 

résultats sur S. aureus (16 mm).  

 

Les potentialités inhibitrices naturelles par des tests d’interaction entre les bactéries 

pathogènes et les isolats de bactéries lactiques nous ont permis de remarquer que le diamètre 

des zones d’inhibition varie selon l’espèce (Prioult, 2003).  

 

Figure 41 : Photos de l’activité antibactérienne des souches isolées de bactéries lactiques sur 
Escherichia coli ATCC 8739. 
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Tableau 38. Activité antimicrobienne des bactéries lactiques isolées des produits laitiers traditionnels (en mm). 

Souche Origine Souche- test 
Staphylococcus 

aureus  
ATCC 6538 

Micrococcus 
luteus  

ATCC 9341 

Listeria 
monocytogenes 
ATCC  19111 

Bacillus cereus 
ATCC 25921 

Escherichia coli 
ATCC 8739 

Pseudomonas 
aeruginosa 

ATCC 27853 
437 Dhan (E3) 08a 08 06 10 14 15 
438 Dhan (E 3) 20 15 11 13 23 30 
439 Dhan (E 2) 04 06 07 00 16 12 
440 Dhan (E 2) 10 07,5 07 06,5 15 34 
441 Dhan (E 2) 08,5 11 05 06 11 09 
442 Dhan (E 2) 03 09 04 03 05 03 
443 Zebda (E 1) 08 15 14 10 24 07 
444 Zebda (E 1) 10 21 11 17 16 15 
445 Zebda (E 1) 35 14 16,5 34 20 36 
447 Zebda (E 1) 17 14 13 08 11,5 23 
449 Zebda (E 8) 10 12 06 18 07,5 13,5 
451 Klila  (E 6) 09 08 10 19 05 22,5 
452 Klila  (E 6) 09 04,5 00 00 19 00 
453 Klila  (E 6) 09,5 09 05,5 13 09 24 
454 Jben (E 7) 09,5 14 08,5 09 09 36,7 
555 Jben (E 7) 08 24 00 04 05,5 00 
456 Jben (S7) 10,5 08,5 08 05 01 16 
457 Jben (S7) 08,5 15 09 09 09 26 
458 Jben (S7) 07 21 07 07 05 20,5 
459 Jben (S7) 07 10 08 05 03,5 32 
a Les valeurs correspondantes à des moyennes de plusieurs essais. 
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Les bactéries lactiques présentées dans cette étude ne sont pas productrices de 

bactériocine et elles peuvent entrer donc dans la catégories des ingrédients (Wessels et al., 

2004). Du point de vue du consommateur, elles se rapprochent alors d’avantage des 

probiotiques et bénéficient ainsi de l’image positive qui leur est associée, spécialement si elles 

permettent d’éviter l’utilisation de conservateurs chimiques. Les mécanismes d’inhibition par 

lesquels ces souches parviennent à inhiber les bactéries d’altération et pathogènes devront 

cependant être élucidés (Matamoros, 2008). 
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La  résistance microbienne aux molécules constitue un problème important lorsqu’elle 

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

d’un microorganisme à résister aux effets d’un agent chimiothérapeute pour lequel il est 

normalement sensible; la propagation de ses bactéries  est devenue  une préoccupation 

sanitaire majeure. 

 

La recherche de nouvelles substances antimicrobiennes dont le spectre d’activité serait 

plus large tout en étant moins agressif pour l’hôte semble toujours indispensable. 

Les actinomycètes sont d’importants producteurs d’antibiotiques (75% par 

Streptomyces) et autres métabolites secondaires.  Les deux tiers des quelque six mille 

antibiotiques isolés sont produits par les actinomycètes. 

 

L’objectif de ce travail a été le criblage  de souches d’actinomycétes et de bactéries 

lactiques à activité antibactérienne et antifongique à partir d’une collection de souches. Nous 

avons procédé à l’isolement, l’identification et l’évaluation de l’activité biologique  des 

souches sur des microorganismes pathogènes par deux méthodes de diffusion sur agar. 

 

Les résultats des tests morphologiques, physiologiques, biochimiques   et génotypiques, 

des bactéries étudiées montrent  que  les actinomycétes  isolées des sols appartiennent au  

genre Streptomyces. Alors que celles  provenant des produits laitiers traditionnels sont d’une  

très grande variété d’espèces, cette diversité  dépend  de leurs lieux d’isolement. 

 

Les 20 isolats de bactéries lactiques provenant de produits laitiers traditionnels ont 

présenté une grande diversité d’espèce : Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis, 

Weissella paramesenteroides, Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecium, Enterococcus 

durans et Enterococcus  faecalis.  

 

Les essais de la recherche par PCR des systèmes génétiques de biosynthèse des peptides 

lasso n’ont pas réussi à l’amplification des régions svicC et svicB de l’ADN des bactéries 

actinomycètes du genre Streptomyces. De même d’après les tests d’extraction et de 

purification des bactériocines, les souches lactiques isolées des produits laitiers traditionnels 

ne sont pas productrices de peptides antimicrobiens.  
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Au terme de ce travail, nous envisageons de continuer nos recherches sur certains axes 

pertinents relatifs aux microorganismes et qui méritent d’être étudiés:  

� Isolement et sélection des souches bactériennes à partir des écosystèmes 

originaux (grottes, sebkha, milieux extrêmes…) selon leur profil d’activité antimicrobienne. 

Les bactéries productrices de peptides antimicrobiens seront alors spécifiquement 

sélectionnées par rapport à celles produisant des petits métabolites, puis ces peptides seront 

isolés et caractérisés structuralement.  

� Essais de l’activité antimicrobienne des peptides isolés sur des souches 

prélevées au sein du même écosystème, de manière à analyser les compétitions microbiennes 

au sein des écosystèmes d’Algérie sélectionnés. 

� Les compétences acquises dans ce domaine peuvent être utilisées pour étudier 

la biodiversité des bactéries lactiques de d’autres produits laitiers traditionnels et leurs 

métabolites secondaires à activité biologique. 

� Recherche de souches probiotiques à partir des produits laitiers traditionnels                         

et criblage de souches productrices de bactériocines. 
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Diagramme 1 : Procédé de fabrication de Klila et de Zebda 

 

 

 

 

 

 

Diagramme 2 : Procédé de fabrication  du Jben 

Lait cru 

Présurage  (Présure 

traditionnelle) 

Caillage 

Égouttage 

Jben 

Caillage 

Lait cru 

Fermentation spontanée               

Barattage 

Lben 

Exposer au soleil                                                                                                            

(2 à 3 jours) 

Chauffage 

Beurre (Zebda 
ou Dhan) 

Klila fraîche 
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Figure 42 : Schéma des méthodes de fabrication des principaux produits laitiers algériens 
(modifié d’après Lahsaoui, 2009) (Bendimerad, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            AnnexesAnnexesAnnexesAnnexes 

III 

 

Annexe 2  

 

Coloration de Gram  

 

Un frottis fixé à la chaleur est coloré pendant une minute au violet de cristal; il est 

ensuite rincé rapidement à l’eau distillée, traité pendant une minute par une solution de Lugol, 

et de nouveau rincé rapidement à l’eau distillée. On soumet alors le frottis coloré à une étape 

de décoloration en le traitant avec l’éthanol 95%. Il s’agit de l’étape critique: la lame est 

maintenue inclinée et en fait couler le solvant sur le frottis pendant 15 à 30 secondes 

seulement jusqu’à ce que le colorant cesse de s’échapper librement du frottis. Celui-ci est 

alors immédiatement rincé à l’eau distillée. À ce stade les cellules Gram- seront incolores, les 

cellules Gram+ violettes. On soumet ensuite le frottis à une contre coloration de 10 à 30 

secondes à la fushine (ou safranine) pour colorer les cellules Gram- présentes. Après un bref 

rinçage à l’eau distillée, on sèche le frottis au buvard ou au-dessus de la flamme d’un bec 

Bunsen et on l’examine à l’objectif (X 100) à immersion.        

Avec cette coloration double, les bactéries « Gram-positif » apparaissent en violet foncé 

tandis que les bactéries « Gram-négatif » sont colorées en rose ou en rouge (Delarras, 2007). 
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Annexe 3 

 

Identification biochimique par les Galerie API 50CH avec API 50 CHL medium 

(bioMerieux, Marcy l’étoile, France) 

 

L’ensemencement et la lecture de la galerie ont été réalisés selon les instructions du 

fabricant. Ils se font de la façon suivante: 

- Cultiver la souche pure sur milieu MRS gélosé 24h à 30±1°C ;  

- Ouvrir une ampoule d’API Suspension Medium (2 ml), prélever toutes les bactéries de 

la culture, à l’aide d’un écouvillon, et réaliser une suspension dense (S) dans l’ampoule ;  

- Ouvrir une ampoule d’API Suspension Medium (5ml) et réaliser une suspension 

d’opacité égale à 2 McFarland en transférant un certain nombre de gouttes de suspension (S) : 

noter ce nombre de gouttes (n) ; 

- Ouvrir une ampoule de API 50 CHL Medium et inoculer avec 2 fois le nombre de 

gouttes trouvé (2n), homogénéiser ;  

- Répartir API 50 CHL Medium ainsi inoculé dans les tubes seulement, et recouvrir les 

tests avec de l’huile de paraffine stérile ;  

- Incuber à 30°C en aérobiose pendant 48h (± 6h) ;  

- Tous les tests sont lus à 24h et 48h (on recherche dans chaque tube l’acidification 

produite qui se traduit par le virage au jaune du bromocrésol pourpre contenu dans le milieu. 

Pour le test esculine, on observe un virage du pourpre au noir) ;  

- Noter les résultats sur la fiche des résultats ; 

- Le profil biochimique ainsi obtenu peut être identifié à partir de la base de donnés, à 

l’aide du logiciel d’identification apiwebTM (bioMérieux, Marcy l’étoile, France). 
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Annexe 4 
 

Quantification des acides nucléiques 
 

Dosage UV 
 

Rincer la cuve en quartz       à   EtOH 
          à   H2O d 
          à   H2O dd de dilution  
mesure à λ fixe 260 et 280 nm 
Faire le zéro avec 100 µL d’ H2O dd de dilution 
Dilution au 1/50 (2 µL de plasmide + 98 µL H2O dd) 
 
  A260 = A260 mesure – A260 zéro 

 

[ADN] = 50 (facteur de dilution) x (50 x A260) en µg/ml 
A260 / A280   = 2 ADN double brin 

                      >2    ARN 
                                           <1.65 protéines  
 

Gel d’Agarose 
 

Gel à X%        Xg d’agarose dans 100 ml de TAE 1X 
Faire bouillir 
couler le gel après avoir mis le scotch 
mettre le peigne 
 
dépôt :            échantillon  X µL + H2O dd qsp 5µL + 1 µL LSB 6X 
                       marqueur     0.5 µL + 4.5 µL H2O dd + 1 µL LSB 6X 
 
faire migrer du – au + (ADN charge -) à 70 V (2-3 heures) 
 
30 minutes dans du BET (15 µL dans 300 mL H2O d) 
10 minutes dans H2O d  
 

Tampons 
 

Tampon TAE 50X 
242 g de Tris base 
57.1 mL d’acide acétique glacial à 100% 
100 ml EDTA 0.5 M, pH 8.0 
H2O qsp 1L 
 
Tampon de charge 6X 
0.25% bleu de bromophenol 
0.25% xylene cyanol 
25% saccharose 
100 mM EDTA pH 8.0 
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Annexe 5 

Composition des milieux de culture 
 

Bennett 
Extrait de levure 1g 
Extrait de viande 1g 
Peptone pancréatique de caséine 2g 
Glucose 10g 
Agar 15g 
Eau distillée 1000 mL 
pH 7,2 
 
Bouillon nutritif 
Peptone 10 g 
Extrait de levure 5 g 
NaCl 5 g 
Eau distillée 1000 mL 
pH 7,2 
 
Bouillon Sabouraud  
Peptone de gélatine 10g 
Glucose 20g 
Eau distillée 1000mL 
pH 5,6 
 
Citrate de Simmons 
Ammonium dihydrogenophosphate 1g 
Phosphate de dipotassique 1g 
Chlorure de sodium 5g 
Citrate de sodium 2g 
Sulfate magnésium 0,2g 
Bleu de bromothymol 0,08g 
Agar 15g 
Eau distillée 1000 mL 
pH 6,8 
 
Gélose nutritive 
Peptone 10 g 
Extrait de levure 5 g 
NaCl 5 g 
Agar 15-20 g 
Eau 1000 mL 
pH 7,2 
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Gélose TSI (Triple Sugar Iron) 
Peptone de viande 15g 
Protéose peptone 5g 
Extrait de viande 3g 
Extrait de levure 3g 
Glucose 1g 
Saccharose   10g 
Lactose 10g 
Citrate de fer ammoniacal 0,3g 
Chlorure de sodium 5g 
Sodium thiosulfate 0,3g 
Rouge de phénol 0,05g 
Agar 18g 
Eau distillée 1000 mL 
pH 7,2 
 
ISP 6 
Peptone 15 g 
Protéose peptone 5 g 
Citrate de fer ammoniacal 0,5 g 
Phosphate dipotassique 1 g 
Sodium thiosulfate 0,08 g 
Extrait de levure 1 g 
Agar 15 g 
Eau distillée 1000 ml 
pH 7-7,2 
 
Milieu LB (Luria-Bertani Medium)  
Pour 1 litre : 
 A 950 mL d’eau distillée on ajoute : 

- 10 g de bacto-tryptone 
- 5 g extrait de levure 
- 10 g NaCl 

Mélanger jusqu’à dissolution des solutés, et ajuster le pH à 7.0 avec du NaOH 5 N. Ajuster le 
volume de la solution à litre avec de l’eau distillée, puis stériliser à l’autoclave pendant 15 
minutes à 120 °C. 
 
M63 
Le milieu chimiquement défini M63 (Miller, 1972) est composé de 13,6 g/L de KH2PO4,             
2 g/L de (NH4)2SO4, 250 mg/L de MgSO4-7H2O, 1 mg/L de thiamine-HCl et 0,5 mg/L de 
FeSO4-7H2O. Le pH est ajusté à la valeur de 7,3 avec une solution de KOH. Le milieu est 
ensuite stérilisé par autoclavage durant 30 min à 0,5 bar puis du glucose stérile est ajouté à la 
concentration finale de 4 g/L. 
Milieu Minimum M63 : KH:P04100 mM, (NH4)2S04 15 rnM pH 7, supplémenté par du 
glucose 0.2 %, MgS04 0,02 %, thiamine 1 mg/L et 1 g/L d'hydrolysats tryptiques d"acide 
aminés (Difco) ou d'hydrolysats acide de caséine (Difco). 
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M 72 (Gélose Trypto-caséine soja) 
Tryptone 15 g 
Peptone papaïnique de soja 5 g 
Chlorure de sodium 5 g 
Agar agar bactériologique 15 g 
Eau distillée 1000 mL 
pH 7,3±0,2 
 
MRS 
Le milieu MRS (milieu de de Man, Rogosa et Sharpe, de Man et al, 1960) est composé de 10 
g/L de peptone de protéose n°3, de 10 g/L d’extrait de boeuf, de 5 g/L d’extrait de levure, de 
20 g/L de glucose, de 1 g/L de polysorbate 80, de 2 g/L de citrate d’ammonium, de 5 g/L 
d’acétate de sodium, de 0,1 g/L de sulfate de magnésium, de 0,05 g/L de sulfate de 
manganèse et de 2 g/L de phosphate dipotassique. Le pH final de ce milieu est de 6,5. Le 
milieu est ensuite stérilisé par autoclavage durant 15 min à 1 bar.  
 
Mueller Hinton 
infusion de viande de bœuf 2 g 
Amidon 15 g 
Hydrolysat de caséine 17,5g 
Agar 17 g 
Eau distillée 1000 mL 
pH 7,3 
 
Sabouraud 
Peptone de gélatine 10g 
Glucose 20g 
Agar 17g 
Eau distillée 1000 mL 
pH 17g 
 
Soyabean Flour Medium (SFM) 
Extrait de levure          5g 
Farine de soja              5g 
K2HPO4     5g 
NaCl 5g 
Glycerol 20g 
Eau distillée                        1000mL 
pH 6,8 (ajuster avec 5N HCl) 
 
TSA (Gélose Trypticase de soja) 
Trypticase 17 g 
Soytone 3 g 
Chlorure de sodium 5 g 
Agar 15 g 
Eau distillée 1000ML 
pH 7,2 
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Milieu TSB (Bouillon Trypto-Caséine Soja) 
NaCl 5 g 
KH2PO4 2,5 g 
Glucose 2,5 g 
Peptone de caséine 17 g 
Peptone de farine de soja 3 g  
Eau distillée 1000mL 
pH 7,3 
 
Urée- indole 
L-tryptophane 3g 
Phosphate de dipotassique 1g 
Phosphate monopotassique 1g 
Chlorure de sodium 5g 
Urée 20g 
Rouge de phénol 2,5g 
Eau distillée 1000 ml   
pH 6,8 
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Annexe 6 

 

Tableau 39 : Résultats de l'antibiogramme de certaines souches d'actinomycètes avec des 
diamètres de zone d'inhibition en (mm) 

 

ATB 

     

Souche 

Erythromycine 
(E) 

Ampicilline 
(AM ) 

Acide 
nalidixique 

(NA) 

Tétracycline 
(TE) 

Pénicilline 
(P) 

Amoxicilline 
(AMX ) 

511 13 (R) 0 (R) 0 (R) 19 (S) 0 (R) 0 (R) 

512 10 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 

480 07 (R) 0 (R) 0 (R) 08 (R) 0 (R) 0 (R) 

493 16 (R) 0 (R) 0 (R) 09 (R) 0 (R) 0 (R) 

479 14 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 

476 9 (R) 0 (R) 0 (R) 14 (R) 0 (R) 0 (R) 

509 11 (R) 0 (R) 0 (R) 08 (R) 0 (R) 0 (R) 

506 22 (S) 0 (R) 0 (R)  24 (S) 0 (R) 0 (R) 

505 21 (I) 08 (R) 0 (R)  19 (S) 0 (R) 0 (R) 

 

S : Sensible, R : Résistante et I  : Intermédiaire.  
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Annexe 7 

 

Tableau 40 : Résultats de l’identification de quelques bactéries lactiques par API 50CHL.  
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ABSTRACT 

This study gives information about Algerian milk 
which is also transformed into traditional dairy products, 
such as Jben, Zebda, Dhan and Klila, constituting an 
indispensible part of Algerian daily life, and being a gen-
erous lactic acid bacteria (LAB) resource with inhibitory 
activity again pathogenic germs. Eight samples of tradi-
tional diary products were collected from four different 
regions of Algeria and used as sources for the isolation of 
LAB. A total of 21 gram-positive and catalase-negative 
isolates were obtained on the media M17 and MRS at in-
cubation temperatures of 28 and 45 °C. The strains were 
identified using a combination of phenotypic and geno-
typic methods including 16S rRNA gene sequencing and 
carbohydrate assimilation profiling with API 50 CH iden-
tification system. The results revealed that the microflora 
was dominated by LAB belonging to the genera Entero-
coccus (65%), Leuconostoc (21%), Lactobacillus (2 strains), 
Lactococcus (1 strain), and Weissella (1 strain). The diame-
ters of inhibition zones of examined pathogenic bacteria 
(Staphylococcus aureus ATCC 6538, Micrococcus luteus 
ATCC 9341, Listeria monocytogenes ATCC 19111, Ba-
cillus cereus ATCC 25921, Escherichia coli ATCC 8739 
and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) varied be-
tween 04 and 37 mm. A wide variety of LAB from tradi-
tional Algerian dairy products showing potentially impor-
tant antimicrobial activity could be used for preventing 
the development of human pathogens in foods and used as 
starter cultures. 

 
 
 

KEYWORDS: Algeria, traditional dairy products, lactic acid bacte-
ria (LAB), antibacterial activity 

 
 
 

1 INTRODUCTION  

In Algeria, the milk market is dominated by three 
kinds of products, namely, pasteurised reconstituted milk 
in small 1-L bags with 24-h shelf-life, fresh milk sold di-
rectly to consumers from the farm with higher prices, and 
UHT in tetra-pack boxes sold by some private processors, 
but whole milk powder is also imported in small boxes of 
500 g for direct sale to consumers (report of Ministry of 
Agriculture). But this study is dealing with different Alge-
rian raw milks (cow, ewe, buffalo, sheep, goat and camel) 
are consumed as they are, or transformed into dairy prod-
ucts. The nomads extract some fat content in the form of 
butter (Zebda or Dhan), and the casein in the form of fresh 
cheese (Jben or Klila), or hard cheese (Klila) for long-term 
storage. Indigenous fermented foods are strongly linked to 
Algerian culture and tradition. As effective preservation 
methods were not commonly available in ancient times, 
food fermentation played an important role in preserving 
food quality. Traditional recipes were handed over from 
one generation to another, forming a unique and diverse 
Algerian food fermentation culture. Fermentation adds 
safety, nutritional value and different flavours to what could 
have otherwise been a bland diet [1]. As Algeria is a multi-
ethnic country with nomadic people, abundant resources of 
fermented or non-fermented dairy products have been 
developed. The ancestors of current nomadic people ac-
quired the knowledge of domestic livestock milk ferment-
ing and left a precious asset in Algerian food culture [1].   

LAB have been likely the prime agents in producing 
soured (fermented) milk and dairy products. They are natu-
rally present in the udder, the raw milk of healthy animals, 
and have spread in the dairy environment [2]. LAB are the 
biological basis for the production of a great multitude of 
fermented foods [3]. The most important contribution of 
these bacteria to fermented products is to preserve the 
nutritive qualities of the raw material and inhibit the growth 
of spoilage and pathogenic bacteria [4]. LAB constitute a 
large group of non-sporulating Gram-positive, catalase and 
oxidizing negative rods as well as cocci that produce lactic 
acid as the major metabolite of the carbohydrate fermen-
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tation. LAB are anaero-aero-tolerant, and generally have 
complex nutritional requirements, especially for amino acids 
and vitamins. The LAB genera comprise Lactobacillus, 
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus 
as well as the more peripheral Aerococcus, Carnobac-
terium, Enterococcus, Oenococcus, Sporolactobacillus, 
Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella and Bifidobacte-
rium [5]. LAB are used as natural or selected starters in 
food fermentations in which they perform acidification due 
to production of lactic and acetic acid flavour. Protection 
of food from spoilage and pathogenic microorganisms by 
LAB is through producing antimicrobial substances, such 
as organic acids, hydrogen peroxide, or diacetyl [6], anti-
fungal compounds, such as fatty acids [7], or phenyllactic 
acid [8], and/or bacteriocins [9]. LAB play an important 
role in food fermentation as the obtained products are 
characterized by hygienic safety, storage stability, and 

attractive sensory properties [10]. Today, LAB are a focus 
of intensive international research for their essential role 
in most fermented food, for their ability to produce vari-
ous antimicrobial compounds promoting probiotic proper-
ties [11], including antitumoral activity [12, 13], reduction 
of serum cholesterol [14, 15], alleviation of lactose intol-
erance [16], stimulation of the immune system [17], and 
stabilization of gut microflora [18]. Consumption of fer-
mented foods has many advantages including enhanced 
nutritional value, digestibility, therapeutic benefits, and 
safety against pathogens. 

 
The quality of these products is strictly dependent on 

the microbial associations responsible for the fermenta-
tion, and the biodiversity of LAB involved is considered 
to be a fundamental factor for the maintenance of the  
characteristic features [19]. The preparation of the product 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURE 1 - Schematic illustration of the manufacture of traditional Algerian dairy products. 
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is a traditional family art, and an overview of the produc-
tion of traditional Algerian dairy products is shown in 
Fig. 1. Although studies related to dairy products in Alge-
ria have been published, only a few microbiological stud-
ies have been carried out on traditional butters Shmen, 
Dhan and Jben [20-22]. The aim of this work was, firstly, 
to isolate and identify LAB from different traditional 
dairy product samples. On the other hand, it was to select 
interesting strains of LAB with antibacterial activity, and 
how they can be used in the future work to improve Alge-
rian dairy products with characterization of antimicrobial 
metabolites. 

 
 
2 MATERIALS AND METHODS 

2.1 Sample collection and isolation of LAB 

Artisanal dairy samples produced traditionally with 
different formulations in four different cities of Algeria 
were collected from June to December 2008 (Table 1), and 
from the final product. Sampling was carried out under 
aseptic conditions using sterile plastic or glass bottles. 
Except for the Klila, the samples were kept refrigerated at 
5 °C until arrival in the laboratory for microbiological 
analysis. Plate count agar (PCA) was used for mesophilic 
aerobic counts [23]. For isolation and counting of lactic acid 
bacterial cells, 10 g of each dairy product was homogenized 
aseptically with 90 ml of sterile physiological saline (0.85%, 
w/v, Merck, Germany), and then, bacteriological peptone 
(0.1%, w/v, Merck, Germany) was added to obtain a 1:10 
dilution, which was mixed completely. Sequential deci-
mal dilutions of the homogenate were made successively 
afterwards, and 0.1 ml of the appropriate decimal dilutions 
were plated onto MRS (De Man, Rogosa and Sharpe) agar 
[24], M17 agar [25] (Fluka, Germany), and M17 agar acidi-
fied to pH 5.5 for the isolation of thermophilic LAB. The 
plates were incubated anaerobically at 28 and 45 °C for 
3 days. The colonies were randomly picked from plates 
with 30–300 colonies, and several representative strains 
displaying the general characteristics of LAB were chosen 
from each plate for further studies. Bacterial colonies that 
developed on the plates were individually picked and put 
onto fresh MRS agar plates by dilution-streaking to obtain 
single colonies. This procedure was repeated in order to 
purify the isolates, which were maintained on MRS broth 
(Oxoid, Australia) containing 20% (v/v) glycerol before 
being subjected to molecular analysis.  

The presumptive identification of the microorganisms 
belonging to the LAB group was performed by Gram stain 
phenotype, cellular morphology and catalase reaction, fol-
lowed by microscopy [26]. Four strains with the highest 
levels of inhibitory activity were selected and phenotypi-
cally identified by their sugar fermentation characteristics 
using API 50 CHL kits (BioMérieux, Marcy l’Etoile, 
France), according to the manufacturer's instructions, and 
the results were read after incubation at 30 °C for 24 h 
and 48 h. All results obtained by API were found between 
good and excellent identification. In addition, 16 S rRNA 
gene of bacterium with high antagonistic activity was 
sequenced. 

 
2.2 Determination of pH 

Potentiometric pH measurements were obtained with 
the pin electrode of a pH-meter that was inserted directly 
into each soft sample. Concerning the hard samples, 10 g 
of sample was homogenized with 20 ml of distilled water 
in a stomacher bag mixer for 30 s, and the pH of the ho-
mogenate was determined using a digital pH-meter 
(Adwa instruments AD1030) calibrated with standard 
buffer solutions [27]. 

 
2.3 Screening for antagonistic activity 

LAB strains were isolated from single colonies and 
tested for inhibitory effects on four Gram-positive (Staphy-
lococcus aureus ATCC 6538, Micrococcus luteus (CIP 
53.45/ATCC 9341), Listeria monocytogenes ATCC  19111 
and Bacillus cereus ATCC 25921) and against two Gram-
negative bacteria (Escherichia coli (CIP 53.126/ATCC 
8739) and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). An-
tagonistic activity was examined as described by method 
of [28], with some modifications. Tested LAB strains 
were spot-inoculated onto the MRS agar (1.2 % bacterio-
logical agar and 0.2 % glucose) and incubated at 28 °C 
for 48 h to allow producer colonies to develop. After the 
formation of colonies, these agar plates were overlaid with 
10 ml of semi-hard MRS agar (0.7% bacteriological agar, 
and 0.2 % glucose) maintained at 45 °C and containing a 
set of 3 indicators (approx. 107 cfu/ml of each strain), and 
the resultants mixtures were incubated at 37 °C for 18–24 h. 
Culture medium used for indicator strains was nutrient 
broth. The diameter of the inhibition zone around the 
colony of LAB was measured, and the results were ex-
pressed in mm.   

 
 

TABLE 1 - Regions and sampling of traditional dairy products. 

Code Sampling region Dairy product  Matter of production 
S1 Adrar (Arid region) Traditional butter  (Zebda) Ewe's milk 
S2 Laghouat (Semi-arid region) Traditional liquid butter (Dhan) Cow's milk 
S3 Laghouat (Semi-arid region) Traditional liquid butter (Dhan) Ewe's milk 
S4 Laghouat (Semi-arid region) Hard cheese (Klila) Ewe's milk 
S5 El-Bayadh (Arid region) Hard cheese (Klila) Ewe's milk 
S6 Mecheria (Semi-arid region) Soft cheese (Klila) Cow's milk 
S7 Mecheria (Semi-arid region) Soft white cheese (Jben) Cow's milk 
S8 Mecheria (Semi-arid region) Traditional butter  (Zebda) Cow's milk 
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2.4 Characterization of LAB with antimicrobial properties 

Selected strains were cultured overnight at 30 °C, and 
then harvested by centrifugation (8000g for 10 min at 4 °C) 
to pellet the cells. DNA concentration and quality were 
assessed by measuring optical density at 260 and 280 nm 
with a spectrophotometer (Uvikon 9x3 w; Bioserv). Am-
plification of 16s rRNA genes of selected LAB was car-
ried out using universal reverse primers 1385 R (CGG 
TGT GTR CAA GGC CC) and coupled with forward 
primer 27 F (GAG TTT GAT CCT GGC TCAG). DNA was 
amplified in 50 µl volumes containing 10 µl (2 ng/ µl) tem-
plate DNA, 1X Taq DNA polymerase buffer (Qbiogen 
Promega), 20 µM of each dNTP (Eurogentec Promega), 
10 µM of each primer (forward and reverse), 1 UE Taq 
DNA polymerase (Promega), and and Milli-Q water. An 
initial denaturation at 94 °C for 5 min was followed by 
32 cycles of denaturation for 30 s at 94 °C, annealing for 
30 s at 55 °C, and elongation at 72 °C for 1 min, and a final 
extension at 72 °C for 5 min, on a Mastercycler Personal 
(Eppendorf). Amplicons were separated on a 0.7% (w/v) 
agarose (Qbiogene) gel stained with ethidium bromide 
(0.8 µg.ml-1) using an electrophoretic migration of 90 V 
for 25 min. They were visualized with a UV transillumi-
nator (λ = 254 nm), and gel images were captured and 
analyzed with Gel Capture USB2 (VWR). Molecular 
weight markers were 1 kb DNA Ladder (0.5-10 kb, New 
England Biolabs). Sequences were aligned using basic local 
alignment search tool (BLAST; GenBank database, 2010) to 
determine the most related sequence relatives in the NCBI 
nucleotide sequence database http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
BLAST. The phylogenic tree was constructed by using the 
neighbour-joining method [29], which is available at 
http://www.phylogeny.fr/. 

 
 
3 RESULTS AND DISCUSSION 

3.1 Enumeration of microorganisms 

Table 1 summarizes the microbial counts obtained 
from traditional dairy products from Algeria with pH val-
ues of samples. The pH of the 8 samples ranged from 4.00 
to 6.00, with an average of 4.70. The aerobic, mesophilic 
and lactic acid bacteria were enumerated by using three 
different media at 2 different temperatures (Table 1). Men- 

nane et al. [30] reported that LAB are by far the major 
microbial group in Klila products, and the results show 
that the average counts of aerobic mesophilic flora were 
2.2x106, 8,64x103, 1.2x104, 4.4x104 and 3.50x104 cfu.g-1 

of dry Klila 1, Klila 2, Klila 3, Jben 1 and Jeben 2 sam-
ples, respectively. The predominance of LAB in dairy 
products is a reassuring factor and has a long and safe 
history of use as preservatives, especially in cheese mak-
ing [31]. Except for Dhan (sample 3) and Klila (sample 5), 
the mean counts on MRS agar (28 °C) and M17 agar were 
higher than the mean total plate counts on PCA, indicat-
ing the predominance of LAB. The mean count of ther-
mophilic bacteria (45 °C) on MRS agar and M17 was less 
than the mean mesophilic count on PCA (28 °C). This 
observation is in accordance with results reported by other 
authors from traditional Algerian butter “Shmen” [22], 
and Fulani traditional Burkina Faso fermented milk [32]. 
Also, in a previous study, Gaoui and Souida (2009) [33] 
reported the dominance of mesophilic microflora of Zebda, 
Klila and Jben  manufactured by goat’s milk from Lag-
houat where the average LAB counts at 30 °C ranged be-
tween 6.5x102 and 5.8x109 cfu g-1 on MRS and M17. The 
lowest LAB counts were recorded at “Dhan” (sample 2) 
and “Zebda” (sample 8) manufactured with the cow's milk. 
This study revealed that the species composition of the 
native LAB population in traditional dairy products varied 
among products from different regions and the origin of 
the milk. It has been demonstrated that the breed has a 
significant impact on the concentrations of the various 
constituents of milk, and the bibliography showed the pri-
mordial influence on renneting properties of certain phys-
ico-chemical characteristics in milk [34]. These differences 
in milk composition may have an effect on the microbiol-
ogy of milk [35]. Terzaghi, and Sandine [36] reported that 
the average count of total bacteria, obtained from Azer-
baijani traditionally manufactured dairy products (Agdas 
and Sheki cheeses) were ranged between 2.01x107 and 
1.03x108 cfu g-1 on MRS, 1.74x107 and 4.16x107 cfu g-1 on 
GM17 agar plates. Two other studies [37, 38] also reported 
that LAB counts of Moroccan Jben were present in total 
counts of 108–109 cfu g-1. These results are slightly high 
compared with those herein reflecting that LAB counts 
changes depend on the sample, fermentation time and con-
ditions, isolation media and incubation temperature used.  

 
 

 
TABLE 2 - The pH and total viable counts (cfu.g-1) of different bacteria obtained from traditional dairy products. 

Counts (cfu/g) Product pH  
MRS28°C M1728°C MRS45°C M1745°C PCA30°C 

S1: Zebda 4.55 a 106 b 106  5x104 2.4x105 2.2x102 
S2: Dhan 4.71 6x102 8x102 2x102 4x102 4x107 
S3: Dhan 5.03  2x104 3x104 2.4x104 2.7x104 1.8x108 
S4: Klila 3.92 109 9 x108 1.1 x103 3.6 x 103 3x103 
S5: Klila 4.02 104 103 2x102 2.9 x103 1x108 
S6: Klila 4.43 3.15x108 3.18x108 105 7x106 5.09x107 
S7: Jben 6.38 3.4x107 5x107 2.9 x107 4.6x107 3.47x107 
S8: Zebda 4.71 102 5x102 102 102 3x101 
a, b The pH and the cfu/g correspond to an average number. 
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3.2 Identification of LAB and phylogenetic relationships 

Several colony morphologies could be observed on 
most of the agar plates. A total of 20 representative LAB 
isolates showing different characteristics (colour, shape, 
etc.) were randomly collected from 8 dairy products and 
purified. Most of them were isolated from M17 agar, 
followed by MRS agar. The identification based on bio-
chemical tests, or even by the API system, led sometimes 
to false results, or sometimes did not allow for identifica-
tion of the strain [39]. Strains were shown to produce high 
inhibition zones against indicators selected for identifica-
tion by API 50CHL and sequencing of the 16S rRNA 
gene. High similarities between the isolates were obtained 
during the present study, and sequences deposited in Gen-
bank were found (98-100%). Beukes et al. [40] reported 
that 5 LAB genera (Streptococcus, Lactobacillus, Entero-
coccus, Leuconostoc, Lactococcus) were found in tradi-
tionally fermented South African milk. From the isolates 
of LAB classified on the basis of the phenotypical and/or 
genotypical tests, the species names of 20 strains were as 
follows: Enterococcus faecalis (8 strains), Enterococcus 
durans (3 strains), Enterococcus faecium (2 strains), Leu-
conostoc mesenteroides (3 strains), Lactobacillus planta-
rum (2 strains), Weissella paramesenteroides (1 strain), 
and Lactococcus lactis (1 strain) (Fig. 2). Similar results 
have been reported with Moroccan traditional fermented 
dairy products like Jben, whereas the dominant genera 
isolated were Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc and 

Enterococcus, respectively [41]. Similarly, some research-
ers found that the isolated strains from samples of dried El-
Klila belonged to Enterococcus faecalis, Enterococcus 
faecium, Lactobacillus confuses, Streptococcus sp., Pedio-
coccus sp., Pediococcus acidilactici, Lactobacillus sp, 
Streptococcus sp. and Leuconostoc sp. [20]. These find-
ings help to explain the various typical sensory profiles of 
traditional dairy products from different regions of Alge-
ria, and offer the possibility of a standardized use of these 
organisms as starters after improving their technological 
properties for the preparation of dairy products. It was 
reported that LAB represented by L. lactis ssp. cremoris, 
L. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, E. faecium, L. 
plantarum, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. paracasei 
ssp. paracasei, Ln. pseudomesenteroides and Ln. gelidum 
can be isolated from traditional Algerian butter ‘shmen’, 
and enterococci represent an important part of the bacte-
rial microflora of shmen [22]. This group of bacteria plays 
a major role in the ripening and aroma development of 
butter and many types of traditional cheeses [42]. How-
ever, in the study of [43], among 266 isolated strains from 
traditional fermented milk Dahi in Bangladesh, 134 be-
longed to the genus Streptococcus (50%), 72 to Lactoba-
cillus (27%), 25 to Enterococcus (9%), 13 to Leuconostoc 
(5%), 12 to Lactococcus (5%), and 10 to Pediococcus (4%). 
The factors that modulate this distribution could be the 
product formulation, processing methods and practices, 
etc., which vary significantly across different regions of the  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURE 2 - Phylogenetic relationships of representative strains of LAB isolated from traditional Algerian dairy products based on partial 
16S rRNA gene sequences. 
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TABLE 3 - Inhibitory effects of isolated lactic acid bacteria on indicator microorganisms. 

Test strain Isolate Origin 
Staphylococcus 

aureus  
ATCC 6538 

Micrococcus 
luteus  

ATCC 9341 

Listeria 
 monocytogenes 
ATCC  19111 

Bacillus cereus 
ATCC 25921 

Escherichia coli 
ATCC 8739 

Pseudomonas 
aeruginosa 

ATCC 27853 
437 Dhan (S3) 08 a 08 06 10 14 15 
438 Dhan (S3) 20 15 11 13 23 30 
439 Dhan (S2) 04 06 07 00 16 12 
440 Dhan (S2) 10 07,5 07 06,5 15 34 
441 Dhan (S2) 08,5 11 05 06 11 09 
442 Dhan (S2) 03 09 04 03 05 03 
443 Zebda (S1) 08 15 14 10 24 07 
444 Zebda (S1) 10 21 11 17 16 15 
445 Zebda (S1) 35 14 16,5 34 20 36 
447 Zebda (S1) 17 14 13 08 11,5 23 
449 Zebda (S8) 10 12 06 18 07,5 13,5 
451 Klila (S6) 09 08 10 19 05 22,5 
452 Klila (S6) 09 04,5 00 00 19 00 
453 Klila (S6) 09,5 09 05,5 13 09 24 
454 Jben (S7) 09,5 14 08,5 09 09 36,7 
555 Jben (S7) 08 24 00 04 05,5 00 
456 Jben (S7) 10,5 08,5 08 05 01 16 
457 Jben (S7) 08,5 15 09 09 09 26 
458 Jben (S7) 07 21 07 07 05 20,5 
459 Jben (S7) 07 10 08 05 03,5 32 

 a Activity measured by diameter of inhibition zones (in mm). Values presented are the means of two independent experiments by duplicate. 
 
 
 

country. Earliest investigation has reported that traditional 
fermented milks in regions with a cold climate contain 
mesophilic bacteria, such as Lactococcus and Leuconostoc 
spp. whereas, in warm regions, thermophilic bacteria like 
Lactobacillus and Streptococcus prevailed. Thus. the do-
minance of mesophilic bacteria in some samples could be 
explained by the fact that our samples were collected 
during the cooler months in some region of Algeria (Sep-
tember, November, December for samples 3, 5 and 6, re-
spectively), and the ambient temperatures at which natural 
fermentation probably took place. This result supports the 
theory that traditionally fermented milks depend on the mi-
croorganisms found in a particular climatic region. The 
distribution of LAB depended on nature of fermented 
milk or fermented food [32]. The 16S rDNA sequence 
data were aligned to construct a phylogenetic tree (Fig. 2) 
showing a random distribution of LAB species isolated 
from traditional Algerian dairy products. Furthermore, our 
findings demonstrated that some LAB (Enterecoccus sp.) 
species isolated are different from those commonly asso-
ciated. 

 
3.3 In vitro assessment of antimicrobial effect of LAB 

Screening for antagonistic activity demonstrated that 
LAB originally isolated from Algerian dairy products are 
probably the best candidates for improving the microbio-
logical safety of these foods, because they are well adapted 
to the conditions in these kinds of foods and should, there-
fore, be more competitive than LAB from other sources. 
The antimicrobial activity of LAB may be due to the pro-
duction of organic acids, with a consequent reduction in 
pH, or to the production of hydrogen peroxide. It may 
also be due to the production of bacteriocins or bacterio-
cin-like compounds [44]. In vitro assessment of antim-

icrobial effects of the LAB to inhibit the growth of micro-
organism indicators in vitro was evaluated, and the results 
are shown in Table 3. Wild bacterial strains need to with-
stand the competition of other microorganisms to survive 
in their hostile natural environment, so they often produce 
antimicrobials [45]. The potential of starter cultures to 
produce antimicrobial compounds has attracted much 
attention as they can be used to prevent food spoilage and 
to inhibit growth of food pathogens, especially in dairy 
products which are consumed without any heat treatment. 
Culture LAB isolates were effectively used because of 
their antimicrobial activity against 6 Gram-positive and 
Gram-negative indicator strains grown in culture media 
with clearing zones fluctuating between 04 and 37 mm. 
These values were consistently higher than those reported 
in previous studies [33]. Accordingly, the antimicrobial 
effects of the LAB might be fundamentally attributed to 
cause cell death rather than growth inhibition. Previous 
findings [46] have also shown that some bacteriocin-
producing Lactobacillus strains, although able to inhibit a 
variety of pathogenic bacteria, do not inhibit the growth of 
both Salmonella sp. and Vibrio cholerae when the effect of 
acid was excluded. The bacteriocin-like substance pro-
duced by Lactobacillus plantarum TF711 from Tenerife 
cheese was active against Gram-negative bacteria, such as 
Shigella sonnei and Klebsiella pneumoniae [47]. Previ-
ously, a broad spectrum of substances from Lactobacillus 
reuteri with antimicrobial activity against Gram-negative 
bacteria was found [48]. Generally, the strains isolated from 
Dhan and Zebda were highly capable to inhibit pathogen 
indicators. Antimicrobial activity is a desirable trait in both 
starter cultures and probiotic bacteria. Strains of different 
species of Lactobacillus pentosus, Pediococcus parvulus 
and Leuconostoc pseudomesenteroides isolated from brines 
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of Aloreña table olives produced antimicrobial substances 
which were active against a number of potentially patho-
genic Gram-negative and Gram-positive bacteria, such as 
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Entero-
coccus faecalis, Bacillus cereus, Streptococcus mutans, 
Pseudomonas fluorescens and Salmonella enterica [49]. 
The production of antimicrobial metabolites by strains of 
Lactobacillus or Lactococcus co-cultured with Bacillus 
cereus in milk was observed [50], and also the antimicro-
bial activity of lactic acid bacteria against Listeria mono-
cytogenes [51]. These observations were similar to the 
present investigation which also showed efficient antago-
nistic activity of LAB. Furthermore, it was observed that 
C1 (Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis) 
inhibited the growth of E. coli strains and coliforms. Simi-
lar observations were made during studies on the survival 
of enteropathogenic E. coli during production of Camem-
bert cheese [53]. It was also noted that E. coli 0157:H7, L. 
monocytogenes and S. enteritidis can grow substantially 
in fermented milks because they have the ability to adapt 
and proliferate between pH 2 and 4 [54]. A similar trend 
was observed with S. enteritidis. For example, it was 
previously shown that some strains of pathogenic E. coli 
could survive in both traditionally fermented milk and 
pasteurised milk, and multiply to high numbers [55]. The 
presence of enteropathogenic E. coli in dairy products 
and, particularly, in naturally fermented milk is therefore 
of public health significance [56, 57]. It was also reported 
that the acidification due to the presence of LAB in soft 
white cheese will not prevent the development and spread 
of Listeria monocytogenes [58].    

 
 
4 CONCLUSION 

In conclusion, this study showed that lactic acid bac-
teria (LAB) predominated the total microflora of tradi-
tionally fermented dairy products in Algeria. In general, 
the LAB counts obtained from MRS and M17 were dif-
ferent, depending on the samples analyzed and the incu-
bation temperatures used. Generally, for the 8 samples 
examined, higher LAB counts were obtained at 28 °C 
incubation reflecting the mesophilic nature of the dairy 
product-associated LAB. The profile of the antimicrobial 
activity was tested on 3 pathogen indicators, and all 8 
strains were shown to produce high inhibition zones 
against indicators, identified by morphological, biochemi-
cal and genomical tests as Enterococcus sp., Leuconostoc 
sp., Lactobacillus sp. and Weissella sp. All these species 
identified can contribute to the quality of Algerian tradi-
tional dairy products by acid, flavour and aroma produc-
tion. The majority of isolates had antimicrobial activity, 
so it can be stated that LAB isolated from traditional dairy 
products of Algerian regions can be used as potentially 
probiotic bacteria with promoting host-specific health. 
Studies on the microbial composition and characteristics 
of traditionally fermented foods will provide the scientific 
basis for further applications. With the development of 

knowledge in microbiology and biotechnology, diverse 
LAB have been identified from fermented foods, and their 
roles in fermentation process have also been evaluated. 
Genome sequencing and functional studies will promote 
novel discoveries and applications of LAB [59]. This has 
led to the consideration that exploration of the native LAB 
from Algerian traditional dairy products as potential candi-
dates with probiotic and antimicrobial properties possibly 
preventing the development of pathogens deserves further 
studies on the characterization and identification of the 
antimicrobial compounds, such as bacteriocins, organic 
acids, diacetyl, and hydrogen peroxide, produced by se-
lected strains. However, probiotic activity must be checked 
by studies of bile tolerance and gastric juice resistance. 
Ecological adaptation and growth characteristics of cultures 
in food products will determine their effectiveness for 
biocontrol [60]. Further research needs to focus on char-
acterization and identification of the antimicrobial com-
pounds produced by selected strains before their usage as 
starter cultures. 
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RésuméRésuméRésuméRésumé    
La résistance bactérienne aux antibiotiques et l’émergence de nouvelles maladies infectieuses justifient l’urgence de disposer de 

nouvelles molécules antimicrobiennes.  Les peptides antimicrobiens sont des molécules clés dans la défense des organismes vivants face 
aux agressions extérieures et aux compétiteurs.  

L’objectif de ce travail s’inscrit dans le cadre de la recherche et le criblage des actinomycètes et des bactéries lactiques capables de 
synthétiser des substances antimicrobiennes. 

Pour cela, cent huit souches d’actinomycètes ont été isolées à partir d’échantillons de sol prélevés de différents sites de Tlemcen                  
et Laghouat (forêts, oueds, oasis, montagnes et barrage). L’identification moléculaire basée sur le séquençage du gène codant l’ARNr 
16S des quarante-sept souches les plus actives de différentes origines, a permis de les rattacher au genre Streptomyces, souches réputées 
être  la source la plus importante d’antibiotiques. 

Aussi dans le cadre de l’exploitation de la diversité microbienne de préparations laitières traditionnelles algériennes (Jben, Zebda, 
Dhan et klila), un total de 8 échantillons provenant de différentes fermes et régions ont fait l’objet d’une analyse microbiologique pour 
déterminer leur diversité en bactéries lactiques. Par des méthodes biochimiques (API50 CHL) et moléculaires (ARNr 16S), on a pu 
identifier 20 souches qui appartient aux genres Enterococcus (65%), Leuconostoc (21%), Lactobacillus (2 souches), Lactococcus                 
(1 souche) et Weissella (1 souche). 

Après un criblage initial, le test d’activité antimicrobienne a été effectué sur des souches d’actinomycètes et de bactéries lactiques 
contre des bactéries à coloration de Gram positive (Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus cereus                                                 
et Listeria monocytogenes), des bactéries à coloration de Gram négative (Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli) et une levure 
(Candida albicans) par des méthodes de diffusion sur un agar. 

Les souches  actives ont montré  une forte activité inhibitrice vis-à-vis des microorganismes pathogènes  et les diamètres des zones 
d’inhibition  varient entre 06 et 29 mm pour les actinomycètes et entre 03 et 37 mm pour les bactéries lactiques. 

La rechercher par PCR des systèmes génétiques de biosynthèse des peptides lasso par des Streptomyces sp. n’a pas donné 
d’amplification d’ADN. Ainsi que des essais d’extraction de bactériocines produites par des bactéries lactiques n’ont pas abouti à 
l’isolement de peptides antimicrobiens.  

Les bactéries (actinomycètes et bactéries lactiques) sont une source prodigieuse de molécules antimicrobiennes d’une grande 
diversité. Les écosystèmes Algériens abritent une variété intéressante de microorganismes qui peuvent avoir des activités biologiques. 
Mots clés : Sol, Produis laitiers traditionnels, Actinomycètes, Bactéries lactiques, Activité antimicrobienne, Peptides antimicrobiens. 

 
AbstractAbstractAbstractAbstract    

Bacterial resistance to antibiotics and the emergence of new infectious diseases justifies the urgent need for new antimicrobial 
molecules. Antimicrobial peptides are key molecules in the defense against external aggression living and competing organisms. 

The objective of this work is part of research and screening of actinomycetes and lactic acid bacteria who can synthesize 
antimicrobial substances. 

For this, one hundred and eight strains of actinomycetes were isolated from soil samples collected from different sites in Laghouat 
and Tlemcen (forests, wadis, oases, mountains and dam). Molecular identification based on sequencing of the 16S rRNA gene of the 
forty-seven most active strains of different origins, allowed to attach to the genus Streptomyces, deemed to be the most important source 
of antibiotic strains.  

Also in connection with the exploitation of the microbial diversity of traditional Algerian dairy preparations (Jben, Zebda, Dhan and 
Klila), a total of 8 samples from different farms and regions were subjected to microbiological analysis to determine diversity in lactic 
acid bacteria. By biochemical methods (API50 CHL) and molecular (16S rRNA) was able to identify 20 strains belonging to the genera 
Enterococcus (65%), Leuconostoc (21%), Lactobacillus (2 strains), Lactococcus (1 strain) and Weissella (1 strain). 

After initial screening, the antimicrobial activity test was carried out on strains of lactic acid bacteria and actinomycetes against 
bacteria staining Gram positive (Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus cereus and Listeria monocytogenes), bacteria 
staining Gram negative (Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli) and yeast (Candida albicans) by methods of agar diffusion. 

The active strains showed a strong inhibitory activity vis-à-vis pathogenic microorganisms and the diameters of the zones of 
inhibition ranged from 06 to 29 mm for the actinomycetes and between 03 and 37 for the lactic bacteria. 

The search by polymerase chain reaction of genetic systems lasso peptides biosynthesis by Streptomyces sp. gave no amplification 
of DNA. As the extraction of bacteriocins produced by lactic acid bacteria have failed tests in isolation of antimicrobial peptides. 

The bacteria (actinomycetes and lactic bacteria) are prodigious source of antimicrobial molecules of great diversity. Algerians 
ecosystems contain an interesting variety of microorganisms that may have biological activities. 
Key words: Soil, Traditional dairy produce, Actinomycetes, Lactic acid bacteria, Antimicrobial activity, Lasso peptides. 


	Page de garde
	Remerciements
	مـلـخـص
	Résumé
	Abstract
	Table des matières
	Liste des figures
	Liste des tableaux
	Liste des Abréviations
	Introduction Sépar.
	Introduction Générale
	Synthese bibliographique Sépar.
	Chapitre 1 Act.
	Chapitre Actinomycetes
	Chapitre 2 LAB 02
	Chapitre Les bactéries Lactiques
	Poblématique Sépar.
	Problématique
	Matériel et méthodes Sépar.
	Chapitre 1 Act.03
	Matériel et Méthodes Actinomycètes
	Chapitre 2 LAB 03
	Matériel et Méthodes LAB
	Résultats et discussion Sépar.
	Chapitre 1 Act.02
	Résultats Actinomycètes06
	Chapitre 2 LAB
	Résultats LAB
	Conclusion Sépar.
	Conclusion générale
	Références Sépar.
	Références Bibliographiques
	Annexes Sépar.
	Annexes
	Communications Sépar.
	Communications & Publications
	A_2013_003_Original_Paper_pp82_90
	Résumé03

