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I 
 

RÉSUMÉ 

 
Ce travail de thèse s’inscrit dans le cadre de la recherche de nouveaux moyens de lutte contre 
les bactéries multirésistantes. L’approche suivie est le criblage d’actinobactéries d’origine 
marine, prédatrices facultatives des bactéries multirésistantes.  

Les actinobactéries prédatrices ont été isolées à partir des eaux marines de la côte atlantique 
marocaine. Parmi les 142 prédateurs potentiels, 4 actinobactéries se sont avérées capables de 
croître en présence de Micrococcus luteus comme seule source de nutriments. En co-culture sur 
milieu solide, les quatre isolats ont montré une aptitude à croître sur différents types de bactéries 
à Gram + et à Gram- y compris les bactéries multirésistantes. En monoculture, l’activité 
antibactérienne sur un milieu riche (Bennett) a été testée via la méthode des disques d’agar. Les 
isolats d’actinobactéries sélectionnés montrent des spectres d’activité variables. L’étude 
taxonomique des 4 isolats sélectionnés par l’approche polyphasique a permis de les identifier 
comme étant des espèces appartenant au genre Streptomyces. La souche S. griseoflavus 
EMM111 a été retenue pour évaluer sa capacité à détruire par prédation la souche de 
Staphylococcus aureus résistante à la méticilline. Les acides gras membranaires libérés sous 
forme d’esters méthyliques par thermochimiolyse couplée à la GC-MS ont permis de 
caractériser le prédateur et la proie. La co-culture du prédateur et de la proie, suivie pendant 15 
jours, induit une augmentation de la quantité totale d’acides gras méthylés biomarqueurs de S. 
griseoflavus EMM111 mettant ainsi en évidence la prédation. La dernière partie de ce travail a 
été consacrée à l’extraction des molécules impliquées dans la prédation par la souche S. 
griseoflavus EMM111. Après fractionnement, plusieurs molécules ont été identifiées parmi 
lesquelles le di(2-ethylhexyl) phthalate, un composé présentant une activité bactéricide.  

 

Mots clés : Acides gras, actinobactéries, bactéries résistantes aux antibiotiques, 
chimiotaxonomie, pyrolyse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



II 

ABSTRACT 

This thesis work is part of the research of new ways to fight against multidrug-resistant bacteria. 
The approach followed is the screening of non-obligate marine predatory actinobacteria for 
multidrug-resistant bacteria.  

In this study, the isolation of predatory actinobacteria was carried out from the marine waters 
of the Moroccan Atlantic coast. Amongst the 142 potential predatory bacteria isolated from 
marine water of the Moroccan Atlantic coast, four Actinobacteria showed the aptitude to grow 
on agar-agar with Micrococcus luteus as the sole source of nutrients.  In co-culture on solid 
medium, the four selected isolates showed an ability to grow on different types of gram positive 
and gram negative bacteria and including multidrug-resistant bacteria. However, in 
monoculture, the antibacterial activities in a rich medium (Bennett) was tested using agar 
cylinders method. The selected actinobacterial isolates showed a variable activity spectrum. 
Using the polyphasic approach, the taxonomic position of the four selected facultative 
actinobacterial predators showed that they belong to the Streptomyces genus. S. griseoflavus 
EMM111 strain was retained to assess its ability to prey and reduce Methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus by predation. Thermochemolysis-GC-MS was used to characterize the prey 
and the predator through their membrane fatty acids released as methyl esters (FAMEs). The co-
culture of predator and prey monitored for 15 days induced an increase in the total amount of 
methylated fatty acids biomarker of S. griseoflavus EMM111 thus demonstrating the predation. 
The last part of this work was dedicated to the extraction of the molecules involved in predation by S. 
griseoflavus EMM111. After fractionation, using chromatographic methods, several molecules were 
identified, one of it was di(2-ethylhexyl) phthalate, that has bactericidal activity. 

Keywords: Fatty acid, Actinobacteria, multidrug resistant bacteria, chemotaxonomy, pyrolysis. 
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L’antibiothérapie s’est développée au début du XXème siècle après la découverte de 

la pénicilline en 1928 par Alexander Fleming. Les antibiotiques ont permis de grandes avancées 

dans le traitement des infections bactériennes en diminuant de façon importante la mortalité 

liée aux maladies infectieuses autrefois incurables (Zaffiri et al., 2012). Par la suite, la 

découverte de nouvelles molécules a permis de sauver des milliers de vies, en particulier 

pendant la Seconde Guerre Mondiale (Muller, 2017; Quinn, 2013). Cependant, la prescription 

inappropriée d’antibiotiques, leur utilisation inadéquate et la réglementation insuffisante quant 

à leur usage ont compromis leur efficacité vis-à-vis nombreuses bactéries (Okeke et al., 1999; 

Ventola, 2015). De ce fait, les antibiotiques ont favorisé l’élimination des bactéries sensibles et 

la sélection des plus résistantes, induisant ainsi l’émergence de la résistance bactérienne.   

Les bactéries sont dites multirésistantes lorsque, du fait de l’accumulation de 

résistances acquises à plusieurs familles d'antibiotiques, elles ne sont plus sensibles qu'à un petit 

nombre d'antibiotiques utilisables en thérapeutiques (résistance à au moins 3 familles 

d’antibiotiques) (Muller, 2017). La multirésistance concerne les bactéries des infections 

communautaires (ex. : pneumocoques, bacilles de la tuberculose) et les bactéries des infections 

nosocomiales (IN). Staphylococcus aureus résistant à la méticilline (SARM), Pseudomonas 

aeroginosa multirésistant, Acinetobacter baumannii multirésistant, entérocoques résistant aux 

glycopeptides, les entérobactéries sécrétrices de Béta-lactamases à spectre étendu (EBLSE) et 

les entérobactéries productrices de carbapénèmases constituent les principales bactéries 

multirésistantes qui représentent une menace particulière dans les hôpitaux (Avorn et al., 2001; 

Lorcy and Dubé, 2018). 

La prolifération de bactéries résistantes aux antibiotiques est en rapide progression, 

avec en parallèle une diminution du taux de découverte des nouveaux antibiotiques (Coates et 

al., 2011; Guiral et al., 2019; Huber et al., 2019; Park et al., 2018; Said and Abdelmegeed, 

2019). La population mondiale se trouve ainsi confrontée à un grave problème de santé publique 

et la recherche de nouveaux agents antibactériens est devenue indispensable. 

Différentes solutions sont envisagées pour combattre les bactéries multirésistantes : 

l’utilisation de produits traditionnels comme les huiles essentielles pour leur activité 

antiseptique (Kaloustian et al., 2008),  la phagothérapie (LaVergne et al., 2018; Tamariz et al., 

2014), l’utilisation de produits biologiques tels que les peptides antimicrobiens (Geitani et al., 

2019; Lam et al., 2016) et les antibiotiques (Ouchari et al., 2019; Takahashi and Nakashima, 

2018). Cependant, ces approches alternatives anti-infectieuses ne parviennent pas à remplacer 

le traitement par antibiotiques (Mangin, 2016). La recherche de nouvelles molécules 
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antibactériennes avec des nouvelles cibles produites par les actinobactéries offre une piste très 

prometteuse.  

Les actinobactéries ont un métabolisme secondaire bioactif très élevé, produisant ainsi 

une importante quantité d'antibiotiques d'origine naturelle (Hoshino et al., 2015b). Ces 

molécules sont produites par les actinobactéries pour inhiber la croissance des autres 

microorganismes concurrents avec lesquels elles sont en compétition dans leur biotope (Ortiz-

Ortiz et al., 2013).  Des recherches récentes ont prouvé que le génome du genre Streptomyces 

possède beaucoup de gènes biosynthétiques responsables de la production de métabolites 

secondaires non exprimés (Baltz, 2019; Ikeda et al., 2014). En effet, dans les conditions de 

laboratoire standard, les actinobactéries n'expriment qu'une très petite partie de leurs gènes et 

les autres restent cryptiques (Rutledge and Challis, 2015). Par conséquent, les gènes cryptiques 

des actinobactéries doivent être considérés comme une source encore non exploitée de 

métabolites secondaires (Olano et al., 2014). 

L’utilisation de bactéries prédatrices est une des approches qui permet de stimuler la 

production de métabolites secondaires (Korp et al., 2016; Shatzkes et al., 2017). En effet, 

plusieurs études ont montré que certaines bactéries peuvent être des prédateurs obligatoires ou 

facultatives d’autres bactéries (Casida Jr, 1982; Singh, 1947). On peut citer à titre d’exemple, 

Ensifer adhaerens (Druga et al., 2011), Cupriavidus necator (Kreutzer et al., 2012; Makkar and 

Casida Jr, 1987), Lysobacter sp. (Seccareccia et al., 2015; Li et al., 2008), Bdellovibrionales 

(d-BALOs) (Pasternak et al., 2014; Markelova, 2010; Abram et al., 1974) et Myxobacteria  

(McBride and Zusman, 1996; Reichenbach and Höfle, 1993; Kunze et al., 1989).  

Les actinobactéries sont traditionnellement considérées comme des antagonistes plutôt 

que comme des prédateurs, ce qui explique pourquoi leur écologie et leur physiologie ont 

souvent été négligées. Un nombre limité de recherches ont porté sur la prédation des 

actinobactériespar les seuls genres Streptomyces et Agromyces ramosus qui ont exprimé cette 

capacité (Casida, 1983; Ibrahimi et al., 2020, 2019; Kumbhar et al., 2014; Waksman and 

Woodruff, 1941). 

Il est ainsi fort probable que les gènes cryptiques responsables de la production de 

métabolites secondaires par les actinobactéries puissent être activés dans des conditions 

spécifiques telles que la prédation. Pour augmenter les chances de trouver de nouvelles espèces 

d’actinobactéries prédatrices, il faut les chercher dans un milieu oligotrophe non encore exploré 

où la prédation est bien exprimée, ce qui est le cas du milieu marin marocain. A notre 
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connaissance, aucune étude scientifique approfondie sur les actinobactéries marines prédatrices 

n'a été publiée à ce jour. Le milieu marin marocain est une source potentielle d’actinobactéries 

à explorer. 

L’objectif principal de ce travail est d’isoler et d’identifier les substances actives contre 

les bactéries multirésistantes, produites par des actinobactéries prédatrices. Dans ce but, nous 

avons combiné l’isolement et le criblage pour la recherche d’actinobactéries prédatrices.  

Ce manuscrit comporte 6 parties : 

La partie bibliographique met en évidence la problématique de la résistance 

bactérienne au niveau mondial, les facteurs favorisant son développement, ainsi que les 

différentes méthodes alternatives utilisées pour son traitement. De plus, les différentes 

interactions microbiennes ont été passées en revue et développées en mettant l’accent sur les 

bactéries prédatrices. Finalement, elle est complétée par une étude taxonomique des 

actinobactéries, leur rôle écologique, leur distribution dans le milieu marin et l’état actuel des 

actinobactéries prédatrices connues.  

Le premier chapitre est consacré à l’isolement et au screening des isolats 

d’actinobactéries prédatrices prélevés dans différents milieux marins marocains. 

Le deuxième chapitre concerne la caractérisation taxonomique détaillée des quatre 

isolats sélectionnés.  

Dans le troisième chapitre, la thermochimiolyse couplée à la chromatographie et à la 

spectrométrie de masse est utilisée comme méthode chimio-taxonomique et pour le suivi de la 

prédation. 

Le quatrième chapitre est consacré à l’extraction et à l’identification des molécules 

impliquées dans la prédation par la souche d’actinobactérie sélectionnée, présentant une activité 

prédatrice. 

La dernière partie de ce manuscrit présente une synthèse et une conclusion générale, 

mettant en exergue l'importance des résultats obtenus dans le cadre de cette thèse. Le manuscrit 

s‘achève par la présentation des perspectives.  
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1. Problématique de la résistance bactérienne 

1. 1. Histoire des antibiotiques 

La découverte des antibiotiques a complètement révolutionné le domaine médical, leur 

usage a commencé avec la découverte de la pénicilline par Alexander Fleming en 1928 et la 

démonstration du pouvoir antibactérien in vivo par Florey et Chain en 1938 qui marquera 

l'entrée dans la médecine moderne. L’utilisation des antibiotiques a conduit à une réduction 

considérable de la mortalité due aux maladies infectieuses causées par les bactéries (Avorn et 

al., 2001; Lode, 2010). Par la suite, de nombreuses autres molécules antibiotiques ont été 

découvertes (Figure 1). Cependant, la découverte de nouvelles classes d'antibiotiques a diminué 

à la fin de de l’année 1962 (Coates et al., 2011). Ceci a été accompagné par l’augmentation de 

la consommation de ces molécules en santé humaine, l’agriculture, la pisciculture ainsi que 

dans l’élevage de fruits de mer (Organisation mondiale de la Santé, 2016). Par conséquent, cette 

utilisation massive, répétée et non raisonnée a compromis l’efficacité des antibiotiques vis-à-

vis des bactéries ce qui a engendré l’apparition de bactéries résistantes à ces molécules. 

Figure 1. Chronologie de la découverte des principales classes d’antibiotiques 

(Singh and Barrett, 2006) 
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1. 2. Résistance bactérienne 

Dès le début de l'utilisation de la pénicilline contre les bactéries, Abraham and Chain 

(1940) ont mis en évidence la résistance à cet antibiotique chez Escherichia coli. Les bactéries 

qui ont appris à produire ces molécules ont parallèlement développé de nouveaux mécanismes 

de résistance pour s’en protéger. On distingue deux types de résistances des bactéries pour les 

antibiotiques : La résistance naturelle et la résistance acquise. 

1. 2. 1. Résistance bactérienne naturelle 

Certaines bactéries peuvent être naturellement résistantes à une ou plusieurs classes 

d’antibiotiques, c’est une résistance innée et intrinsèque qui se présente chez toutes les souches 

d’une même espèce bactérienne. Cette résistance permet d’établir le spectre d’activité d’un 

antibiotique. Comme l’exemple du bacille de la tuberculose qui n’est sensible qu'à quelques 

antibiotiques bien précis (Ramaswamy and Musser, 1998). 

1. 2. 2. Résistance bactérienne acquise 

La résistance acquise est un caractère qui ne concerne que certaines souches d’une 

espèce donnée, c’est lorsqu’une bactérie naturellement sensible à un antibiotique devient 

résistante à l’antibiotique en question. Elle provient d’une modification du capital génétique de 

la bactérie, lui permettant de supporter une concentration d’antibiotique supérieure à celle qui 

inhibe les souches sauvages de la même espèce (Nikaido, 2009; Tenover, 2006). Un exemple 

est la résistance acquise par E. coli sauvage aux pénicillines (amoxicilline ou AMX) et 

(ticarcilline ou TIC) (Tenover, 2006). 

1. 3. Origine de l’émergence des résistances acquises 

La bactérie peut acquérir le gène de résistance par plusieurs mécanismes, notamment 

via une mutation génétique affectant le chromosome de la bactérie, ou bien l’acquisition de 

matériel génétique étranger (plasmide, transposon) porteur d’un ou plusieurs gènes de 

résistance en provenance d’une autre bactérie (Davies and Davies, 2010; Courvalin, 2008) :  

➢ Mutations sur des gènes chromosomiques, spontanées ou induites : 

 Mutations spontanées : Résulte d’un changement spontané, rare, héréditaire, 

due au hasard qui affecte la séquence nucléotidique du génome bactérien. Il 

n’est pas provoqué par la présence de l’antibiotique.  

 Mutations induites : Adaptation de la bactérie lorsque les conditions sont 

défavorables pour sa croissance tel que la présence d’antibiotiques. 

➢ Acquisition de gènes de résistance provenant d’une autre bactérie : 
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 Par conjugaison : Transfert d’ADN d’une bactérie à une autre bactérie via 

des plasmides ou des transposons par contact direct. 

 Par transduction : Transfert de matériel génétique d’une bactérie à une autre 

via un bactériophage ; 

 Par transformation : Transfert d’ADN nu de l’environnement entre deux 

bactéries (transfert intra- ou inter-espèce). 

1. 4. Evolution des bactéries multirésistantes aux antibiotiques 

Une souche est dite résistante quand elle supporte une concentration d'antibiotique 

supérieur à celle qui inhibe les autres souches de la même espèce.  La fin du XXème siècle a 

marqué l’évolution et l’apparition des bactéries multirésistantes. Ces bactéries ne sont plus 

sensibles qu’à un très petit nombre d’antibiotiques. Selon l’organisation mondiale de la santé 

(OMS), ces bactéries multirésistantes sont à l’origine de la mort annuel de 33000 personnes en 

Europe, avec des conséquences financières annuelle importantes 1milliard d'euros en Europe) 

(Cassini et al., 2019).  

1. 5. Principales bactéries multirésistantes 

L’organisation mondiale de la santé a diffusé en février 2017 une liste de bactéries 

multirésistantes, représentant une menace majeure à l'échelle mondiale : 

➢ Urgence critique  

 Acinetobacter baumannii : bactérie résistante à de nombreuses classes 

d’antibiotique, sa contribution aux infections nosocomiales est passée de 2 

en 2008 à 11 % en 2011 (Vaux et al., 2012). Elle a tendance à se développer 

chez les patients immunodéprimés, vulnérables et chez les patients soumis à 

des procédures invasives et traités par des antibiotiques à large spectre 

(García-Garmendia et al., 2001). Ainsi, les infections dues à A. baumannii 

sont responsables de pneumonie, infections des voies urinaires et de 

bactériémie. A. baumannii provoque également, quoique moins 

fréquemment, des infections compliquées de la peau et du système nerveux 

central (Fournier et al., 2006). 

 Pseudomonas aeroginosa : bactérie qui résiste au moins à trois des quatre 

principales classes d’antibiotiques anti-Pseudomonas (pénicillines/ 

céphalosporines/ monobactames, carbapénèmes, aminosides et 

fluoroquinolones). Elle a tendance à se développer en particulier chez les 
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patients atteints de mucoviscidose et dans les services de réanimation 

(Barbier and Wolff, 2010), pouvant aussi causer des infections 

nosocomiales, en particulier chez les grands brûlés (Azimi et al., 2019). 

 Les entérobactéries productrices de bêta-lactamases à spectre élargi 

(EBLSE) : bactéries résistantes aux céphalosporines de troisième génération 

(C3G) de large spectre, à travers la ß-lactamase à spectre élargi (BLSE) 

(Nordmann et al., 2019). Ces bactéries sont les agents les plus récurrents des 

infections communautaires ou nosocomiales 

➢ Urgence élevée 

 Staphylococcus aureus résistant à la méticilline (SARM) : bactéries 

résistantes à de nombreux antibiotiques tels que la méticilline, la pénicilline, 

l’érythromycine et à la tétracycline. SARM est à l’origine de diverses 

maladies graves telles que les infections osseuses et pulmonaires, ainsi que 

les septicémies, tant en milieu hospitalier que communautaire (Lowy, 1998). 

Ces infections sont généralement très graves, avec une mortalité très élevée 

(Cosgrove et al., 2003; Pickens et al., 2019). En 2005, SARM a été 

responsable des deux tiers des infections d’origine non hospitalières 

(Klevens et al., 2007). 

1. 6. Mécanismes de résistance 

Face aux antibiotiques, les bactéries ont développé de multiples mécanismes de 

résistance pour faire face aux antibiotiques (Chaussade et al., 2013) (Figure 2) : 

➢ diminution de la pénétration de l’ATB, 

➢ défaut d’affinité cible – ATB via une modification de la cible, 

➢ protection de la cible par une protéine, 

➢ réduction de la perméabilité cellulaire aux ATB, 

➢ inhibition du transport actif des ATB, 

➢ rejet des ATB hors de la cellule par efflux actif grâce à une pompe à protons, 

➢ amplification de la cible de l’ATB, 

➢ inactivation de l’ATB par des enzymes bactériennes. 
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Figure 2. Mode d’action des antibiotiques (Chaussade et al., 2013) 

1. 7. Méthodes alternatives à la résistance bactérienne 

➢ Huiles essentielles  

Les huiles essentielles sont utilisées en aromathérapie pour leurs activités antiseptiques 

(Kaloustian et al., 2008). Leur activité antibactérienne a fait l’objet de nombreuses études 

(Baser and Buchbauer, 2010). Plusieurs travaux ont montré que les huiles essentielles et leurs 

constituants présentent un potentiel important en tant qu’agents antimicrobiens (Janssen et al., 

1987; Silva and Fernandes Júnior, 2010). Cette activité biologique est principalement liée à la 

présence de molécules oxygénées qui sont les plus actives contre les microorganismes, 

principalement les alcools et dans une moindre mesure les aldéhydes et les cétones (Kotan et 

al., 2007). Ces molécules possèdent un large spectre d’activité antibactérienne contre les 

bactéries multirésistantes (Benameur et al., 2019; Gadisa et al., 2019).  

➢ Phagothérapie 

La phagothérapie est une technique découverte en 1917 en France à l’institut Pasteur 

(Dublanchet, 2014). Il s’agit de l’utilisation de phages, virus lytiques, pour traiter certaines 

infections d’origine bactérienne (Ravat et al., 2015). Le virus infecte la bactérie, détourne sa 

machinerie cellulaire pour se reproduire et la détruire par la suite (Krylov, 2001). La 

phagothérapie a fait la preuve de son efficacité dans le traitement de la peste en Égypte en 1925 

et du choléra en Inde en 1926 (Ravat et al., 2015). Malgré cela, son utilisation a diminué après 

la découverte des antibiotiques.  
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Actuellement, la situation alarmante vis-à-vis des bactéries multirésistantes impose de 

trouver des solutions thérapeutiques alternatives. Dans ce contexte, la phagothérapie revient sur 

le devant de la scène (Breton, 2019). Par ailleurs, plusieurs études ont montré l’efficience de 

cette technique vis-à-vis des bactéries multirésistantes telles que Pseudomonas aeruginosa 

(Vieira et al., 2012), Staphylococcus aureus résistant à la méticilline (Tamariz et al., 2014) et 

Acinetobacter baumannii multirésistant (LaVergne et al., 2018). Cependant, le spectre du phage 

est généralement limité à une espèce bactérienne et parfois uniquement à quelques souches au 

sein de la même espèce. Ceci limite leur utilisation et implique l’emploi d’une association de 

phages spécifiques.  

➢ Peptides antimicrobiens  
Les peptides antimicrobiens sont des molécules d’origine naturelle ayant des propriétés 

anti-infectieuses, produites par de nombreux types cellulaires et généralement constituées de 12 

à 50 acides aminés. Ils ont des structures diverses et ciblent une grande variété d'organismes 

(Koehbach and Craik, 2019). A l’heure actuelle, plus de 1267 peptides cationiques antimicrobiens 

(PCAs) ont été isolés de divers organismes (Jourdain et al., 2019), tels que les plantes, les insectes, 

les mammifères et les virus (Hancock, 2001; Vizioli and Salzet, 2002; Zasloff, 2002).  

Plusieurs travaux ont prouvé l’efficacité des peptides antimicrobiens contre différents 

types d’organismes, comme les bactéries à Gram positif et négatif (Brogden, 2005; Hale and 

Hancock, 2007; Hassan et al., 2012), notamment les bactéries résistantes tel que Acinetobacter 

baumanniin, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus (Geitani et al., 2019; Lam et 

al., 2016). Cependant, les peptides antimicrobiens peuvent être détruits par des protéases secrétées 

dans le tube digestif (Bourlioux, 2013). 

➢ Nouveaux antibiotiques  

Les antibiotiques représentent une des plus efficaces classes thérapeutiques. Ils ont 

permis de soigner un plus grand nombre de maladies liées aux infections bactériennes (Walsh, 

2003). Les antibiotiques sont des molécules produites de manière naturelle par les 

microorganismes champignons, bactéries, actinobactéries, ou par synthèse. Ces molécules 

agissent à faible dose pour inhiber la réplication d’une bactérie (antibiotique bactériostatique) 

ou la détruire (antibiotique bactéricide). En revanche, la surutilisation de ces molécules et le 

manque de développement de nouveaux adjuvants ont altéré leur efficacité (Lieberman, 2003).  

Pour cette raison, les recherches actuelles visent à développer des nouvelles classes des 

molécules avec un mécanisme d’action plus étroit que les antibiotiques classiques (Tableau 1).  

https://academic.oup.com/ofid/article-abstract/5/4/ofy064/4951780
https://academic.oup.com/ofid/article-abstract/5/4/ofy064/4951780
https://academic.oup.com/ofid/article-abstract/5/4/ofy064/4951780
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Tableau 1. Différentes classes d'antibiotiques utilisées contre les bactéries multirésistantes (Battraud, 2017) 

Anciennes classe Nouvelle classe 
Cible Classe Molécule Cible Classe Molécule 

Ribosome Macrolides Solithromycine Molécules agissant sur la 
paroi cellulaire 

Lipoglycopeptides Telavancine 
Fidaxomicine Ramoplanine 

Oxazolidinone MRX-1 Dalbavancine 
Tedizolide Oritavancine 
Cadazolide Pleuromutilines - Lefamuline 
Radezolide Inhibiteur Fabl - 

- 
- 

Debio-1452 
LCB01-0371 Debio-1450 

Aminosides Plazomicine CG400549 
Tétracycline Omadacycline HDP-mimetics - Brilacidine 

Eravacycline Inhibiteur de la gyrase AZD0914 AZD0914 

Dérivés des β-lactamines 
et des inhibiteurs des    

βl-actamases 

Sulfactam BAL 30072 Peptidomimetic - POL 7080 
Cephalosporine Ceftaroline Inhibiteur de la synthèse

de la paroi bactérienne 
- Teixobactin 

Inhibiteur β-lactamases RPX7009 Autres 
- 

- 
- 

Plectasine 
- 

Molécules ciblant les
topoisomérases 

Nouveaux inhibiteurs de 
GyrA 

Gepotidacine 

Fluoroquinolone Zabofloxacine 
Nemonoxacine 
Avarofloxacine 

Ou 
Acorafloxacine 
Delafoxacine 
Finafloxacine 
Gatifloxacine 

Lipopeptides Daptomycine 
Surotomycine 

Bicyclolide EDP-788 
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2. Interactions microbiennes

Un écosystème est composé d’organismes vivants macro- ou microscopiques 

(bactéries, …) et de leur environnement (air, eau, sol, …). Les interactions entre les organismes 

et leur environnement sont nombreuses, complexes et très intenses, favorisant certains groupes 

de microorganismes au dépend d’autres au sein de la communauté microbienne (Curl and 

Truelove, 1986). Tous les microorganismes sont affectés, directement ou indirectement, par un 

ou plusieurs autres membres constituants qui peuvent être abiotiques ou biotiques et qui 

influencent leur développement et leur reproduction (Hug et al., 2012; McCutcheon and von 

Dohlen, 2011; Schink, 2002; Stolyar et al., 2007). 

Ainsi, entre les individus, il existe des interactions biologiques qui peuvent être 

positives ou négatives selon qu’elles sont bénéfiques pour l’une des espèces et mauvaise pour 

l’autre (Tableau 2). 

Tableau 2. Interactions négatives au sein d’une communauté (Massias, 2008) 

Type d’interaction Bénéfices 

Symbiote/ hôte 

Définition 

Amensalisme +/- Relation biologique où un être vivant limite le développement 

d’un autre. 

Opportunisme +/n ou - Relation biologique où un être vivant profite d’une situation 

donnée par un autre pour se développer et se reproduire. 

Parasitisme +/- Relation biologique facultative entre deux êtres vivants mais 

indispensable à la survie du symbiote qui vit au dépend de son 

hôte en s’en nourrissant, s’y abritant et s’y reproduisant 

Synécrose -/- Relation biologique de type compétitive (trophique ou autre) 

entrainant la mort de deux populations ou groupes de 

populations d’être vivants. 

Prédation +/- Type d'interaction biologique, dans lequel une espèce 

(prédateur) tue et dévore une autre espèce (la proie) 

+ : Positif ; - : Négatif ; n=Neutre 
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2. 1. Interactions négatives 

2. 1. 1. Compétitions 

La compétition est une interaction entre deux espèces ou plus dans laquelle chaque 

espèce est affectée négativement par la présence des autres espèces en matière de nourriture, 

substrat, espace, lumière ou autres facteurs environnementaux, qui deviennent limitatifs pour 

la croissance (Bourlot et al., 2015; Massias, 2008). Il existe deux types de compétitions :  

➢ La compétition intra spécifique qui se produit au sein de la même espèce.  

➢ La compétition interspécifique qui se produit entre des espèces différentes.  

Ce type d’interaction est considéré comme une compétition de l’exploitation, car 

l’utilisation d’une ressource par un microorganisme se fait sans restreindre l’accès à cette 

ressource à un autre organisme. 

2. 1. 2. Antagonisme 

L’antagonisme est un phénomène où une espèce exerce une action défavorable ou  une 

inhibition vis-à-vis d'une autre au sein une population microbienne mixte (Curl and Truelove, 

1986).  L'antagonisme se traduit généralement par le parasitisme, la compétition et l’antibiose 

par le biais de la production d’un ou plusieurs antibiotiques (Cook and Baker, 1983). Différents 

microorganismes sont connus par la production de ces métabolites, tels que Streptomyces (De 

Lima Procópio et al., 2012; Watve et al., 2001), Bacillus (Landy et al., 1948; Waghmare et al., 

2019) et Penicillium (Brian et al., 1957; Broomfield and Simões, 2019). 

La production de ces molécules présente un rôle important dans la lutte contre les 

infections humaines induites par les bactéries pathogènes (Rajivgandhi et al., 2019; Sharma and 

Manhas, 2019) et la lutte contre les maladies phytopathogènes (Cook and Baker, 1983; Loqman 

et al., 2009; Raaijmakers et al., 2002). L’antagonisme est une compétition d’interférence où la 

production de substances biochimiques par un microorganisme limitant le développement d’un 

autre. 

2. 1. 3. Parasitisme 

Le parasitisme est l’un des premiers termes à avoir été défini et employé pour qualifier 

une association biologique entre deux organismes. C’est une attaque directe d'un 

microorganisme par un autre dans un but nutritionnel. La mort de l’hôte, par définition, n’est 

jamais souhaitable ni bénéfique au symbiote, sa vie étant étroitement dépendante de celle de 

son hôte et de son état de santé. Dans le cas où la mort de l’hôte survient, on parle plutôt de 
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parasitoïde. Dans ce contexte, l’hôte sert de nourriture à un stade précoce du développement du 

parasitoïde souvent au stade larvaire (Massias, 2008). 

Le parasitisme est considéré comme défavorable pour l’hôte, bien que souvent ce 

dernier ignore la présence de son symbiote. A la frontière entre prédation et symbiose, le 

parasitisme est apparu relativement tôt dans l’évolution. Pour certains auteurs (Ewald, 1987), 

le parasitisme serait une simple évolution de la symbiose, une sorte de transition entre phorésie 

et commensalisme. 

2. 1. 4. Prédation 

La prédation est définie comme l'acte d'un organisme, prédateur, tuant et consommant 

un autre organisme vivant en tant que source d’énergie et de nutriments nécessaire à sa 

biosynthèse. La proie joue uniquement le rôle de substrat : La proie vit séparément de son 

prédateur qui vit aussi à l’état libre. 

Cette interaction a été largement étudiée dans le règne animal (Finke and Denno, 2004; 

Ripple and Beschta, 2004; Sinclair et al., 2003), avec peu d'exemples pour les plantes. Alors, 

qu'elle reste peu étudiée chez les micro-organismes (Jurkevitch, 2007). Au cours des 75 

dernières années, des découvertes importantes ont été trouvées sur la prédation des 

microorganismes par les virus (bactériophages) et les bactéries dans différents type 

d’écosystèmes naturels et artificiels (Bergh et al., 1989; Curds, 1982; Gonzalez et al., 1990; 

Parry, 2004; Suttle and Chan, 1994). 

3. Bactéries prédatrices 

3. 1. Historique 

Les bactéries forment quantitativement le groupe majoritaire des microorganismes 

(Jurkevitch and Jacquet, 2017). En leur sein, les bactéries prédatrices d'autres bactéries ont été 

fortement sous-estimées par rapport à l'activité de prédation par les virus ou autres prédateurs 

eucaryotiques (flagellés, cils, champignons). Stolp et ses collaborateurs (Stolp and Petzold, 

1962) sont les premiers à avoir découvert par hasard des indices de prédations dans le monde 

bactérien, lors d'une expérience visant à isoler des bactériophages du phytopathogène 

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (autrefois P. glycinea) d'une suspension du sol. Ainsi, 

ils ont accidentellement détecté la bactérie Gram-négative Bdellovibrio bacteriovorus se fixant 

sur d'autres cellules Gram-négatives et absorbant le contenu cellulaire. Cette bactérie ne peut 

pas se développer sans la présence d’une proie. La pénétration de la proie et la nature 
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intraperiplasmique de Bdellovibrio ont, par la suite, été étudiés par Starr and Baigent (1966) et 

Burnham et al. (1968). Puis, en 1973, l'application de cette bactérie comme agent de biocontrôle 

a d'abord été menée pour prévenir de la brûlure bactérienne du soja causée par Pseudomonas 

syringae (Scherff, 1973). Ces travaux ont conduit à la découverte d'une diversité de 

microorganismes actuellement connus sous le nom de Bdellovibrio and like Organism (BALO), 

prédateurs obligatoires répandus, capables apparemment d'attaquer exclusivement la plupart 

des organismes Gram-négatifs et d'utiliser la proie pour la croissance et la réplication (Davidov 

et al., 2006; Ruby, 1992). Au cours des dernières années, de nouveaux isolats de bactéries 

prédatrices ont été attribués au genre Bdellovibrio, en fonction de leurs caractéristiques 

morphologiques et de leur cycle biologique de prédation (Koval et al., 2013). Cependant, leur 

diversité est beaucoup plus importante (Baer et al., 2000; Schwudke et al., 2001; Snyder et al., 

2002). Aujourd'hui, ils sont classés en deux familles : Bdellovibrionaceae constitué du genre 

original Bdellovibrio ; et Bacteriovoracaceae comprenant les genres Bacteriovorax (qui 

comprend toutes les souches halophiles) et Peredibacter.  

En outre, Casida et ses collègues (Casida, 1988, 1980; Germida and Casida, 1983; 

Zeph and Casida, 1986) ont découvert de nombreux prédateurs non obligatoires des bactéries 

du sol. Parmi ces prédateurs, Ensifer qui est capable de croître en l'absence de proie sur une 

variété de supports. Cette bactérie, peut se nourrir des cellules de Micrococcus luteus en se 

fixant sur la cellule proie, sans envahir le périplasme ou le cytoplasme de la proie (Casida, 

1980). 

Plus tard, une autre bactérie prédatrice, nommée Myxobacteria a été découverte par 

Shimkets et Kaiser (Shimkets and Kaiser, 1982). Cette bactérie colonise le sol, s'attaque à un 

grand nombre de bactéries (Dworkin, 1996; Rosenberg and Varon, 1984), avec un cycle de vie 

complexe, mais les facteurs écologiques contrôlant leur activité de prédation reste encore peu 

étudié.  Ces résultats ont ouvert la porte à la découverte d'une diversité de bactéries prédatrices 

(Tableau 3).  
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Tableau 3. Principales bactéries prédatrices et leurs caractéristiques 

Bactéries Milieux 

d’isolement 

Proie 

 

Stratégie 

de 

prédation 

Production 

d’antibiotique 

Type de 

prédation 

Références 

Gram + Gram- 

α-Proteobacteria 

Ensifer adhaerens  Sol +  Epibiotique Oui Facultative (Casida Jr, 1982 ; Druga et al., 2011 ; Germida and Casida, 1983 ; Yutani et al., 2011) 

Micavibrio sp Sol  + Epibiotique Non Obligatoire (Davidov et al., 2006 ; Kadouri et al., 2007) 

β-Proteobacteria 

Cupriavidus necator  Sol + + Epibiotique Oui Facultative (Kreutzer et al., 2012 ; Makkar and Casida Jr, 1987) 

Aristabacter necator  Sol + + Epibiotique Oui Facultative (Cain et al., 2003 ; Casida, 1992) 

γ-Proteobacteria 

Lysobacter sp  Sol + + Wolfpack Oui Facultative (Seccareccia et al., 2015 ; Li et al., 2008 ; O’Sullivan et al., 1988) 

Stenotrophomonas 

maltophila  

Sol + + Epibiotique Oui Facultative (Kumbhar and Watve, 2013 ; Nakayama et al., 1999 ; Ryan et al., 2009) 

Pseudomonas  Sol + + Epibiotique Oui Facultative (Casida, 1992 ; Shoji et al., 1977) 

δ-Proteobacteria 

Bdellovibrionales (d-

BALOs) 

 

 

 

 

  

 

 

+ 

 

Periplasmique 

Epibiotique 

 

Non caractérisé 

  

Obligatoire 

(Chen et al., 2012;  Kumar et al., 2012;  Jurkevitch, 2007; Davidov et al., 2006; 

Fratamico and Cooke, 1996; Abram et al., 1974) 

Bdellovibrionaceae 

Bdellovibrio spp. 

Bacteriovoracaceae  Non 
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Bacteriovorax sp  Sol, eau dojuce, 

estuaires, eaux usées, 

sédiments marins 

Periplasmique 

Peredibacter sp  

Myxobacteria  Sol, fumier, écorce, 

écorce, sédiments 

  Wolfpack Oui Facultative (McBride and Zusman, 1996; Reichenbach and Höfle, 1993;  Kunze et al., 1989) 

Chloroflexi 

Herpetosiphon sp  

 

Eau douce   Wolfpack Oui Facultative (Kiss et al., 2011 ; Nett et al., 2006 ; Quinn and Skerman, 1980 ; Trick and Lingens, 

1984) 

Bacteroidetes  

Saprospira sp  Sédiments côtiers Eau 

de mer 

+ + Wolfpack 

Epibiotique 

Oui Facultative (Furusawa et al., 2003 ; Saw et al., 2012) 

Flavobacter Eau douce marine + + Oui Facultative (Banning, 2010 ; McBride et al., 2009) 

Actinobacteria  

Streptomyces  Sol + + Epibiotique 

Epibiotique 

Epibiotique 

Oui Facultative (Casida, 1988; Kumbhar et al., 2014; Waksman and Woodruff, 1941) 

Agromyces ramosus  Sol  + Oui Facultative (Casida, 1983 ; Chernyakovskaya et al., 2004) 

Streptoverticillium sp.  Sol +  Oui Facultative (Arcamone et al., 2000 ; Konev et al., 1978) 

Bacillales 

Bacillus  Sol  + Epibiotique 

Epibiotique 

Oui Facultative (Ainsworth et al., 1947 ; Gumbo et al., 2010 ; Katz and Demain, 1977 ; Shoji et al., 

1977 ; Stansly and Schlosser, 1947) 

Paenibacillus  Sol 

Eau 

Rhizosphère 

Matière végétale 

 + Oui Facultative (Be’Er et al., 2009 ; Raza et al., 2008) 
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3. 2. Ecologie des bactéries prédatrices 

Les bactéries prédatrices sont largement distribuées dans divers habitats terrestres et aquatiques. 

En effet, elles ont été isolées ou détectées dans le sol, la rhizosphère, l'eau douce, les étangs, 

l'eau de mer, les sédiments, le fumier, l'écorce et dans des environnements extrêmes (Jurkevitch, 

2007; McBride and Zusman, 1996), où elles exercent une pression mortelle sur leur proie. La 

plupart des espèces bactériennes ayant des capacités prédatrices ont été isolées du sol, qui 

comprend de nombreux prédateurs facultatifs comme Ensifer adhaerens, Micavibrio sp., 

Streptomyces (Tableau 3). Cependant, leur répartition exacte dans la nature est très peu 

documentée. Le rôle de ces bactéries prédatrices dans l'écologie des microorganismes et des 

microbiomes associés à la proie est encore inconnu. L'interaction entre prédateur et proie est 

connue pour créer des résultats évolutifs profonds pour les espèces participantes (Brodie, 1999).  

3. 3. Stratégies de prédations utilisées par les bactéries prédatrices 

Les travaux qui ont étudié les stratégies utilisées par les bactéries prédatrices sont peu 

nombreux et seuls quelques travaux ont examiné la classification des stratégies de prédation 

(Berleman and Kirby, 2009; Keane and Berleman, 2016; Martin, 2002; Z Pasternak et al., 2014; 

Pérez et al., 2016; Velicer and Mendes-Soares, 2009). La plupart des auteurs proposent 4 

stratégies de prédation par les bactéries prédatrices : 

➢ Wolfpack 

La première stratégie est l'attaque par groupe ou Wolfpack, les bactéries de ce type 

agissent en tant que groupe, elles chassent collectivement afin d'attaquer leurs proies (Figure 

3.a). La stratégie de Wolfpack consiste à lyser les cellules proies de l'extérieur par des molécules 

très concertées (Martin, 2002). Tout d’abord, ces prédateurs se regroupent et sécrètent en 

commun une variété de composés diffusibles comme les enzymes lytiques et les antibiotiques 

qui dégradent et tuent la proie. Par la suite, les proies sont tuées, lysées et digérées en petites 

molécules pour être consommées (Xiao et al., 2011). En outre, l’augmentation de la densité de 

cellules prédatrices suggère que les composés antibactériens secrétées sont plus élevés (Keane 

and Berleman, 2016). La principale caractéristique distinctive de Wolfpack est que les cellules 

proies lysées sont consommées à la fois par les cellules sécrétrices du prédateur et par les 

cellules non sécrétrices (Velicer and Mendes-Soares, 2009).  

Les exemples les plus connus utilisant cette stratégie sont Lysobacter sp. (Li et al., 

2008; Hashizume et al., 2004; Lin and McBride, 1996), Myxobacteria (Shimkets et al., 2006; 
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McBride and Zusman, 1996) et Herpetosiphon sp. (Nett et al., 2006 ; Trick and Lingens, 1984) 

(Tableau 3). 

➢ Epibiotique 

Cette stratégie exige la proximité des cellules prédatrices et proies (Shi et al., 1993) 

(Figure 3.b). Lorsque la prédation est extracellulaire ou épibiotique, le prédateur est rattaché à 

la proie de l'extérieur sans envahir ni le périplasme ni le cytoplasme de la proie sans pénétrer. 

Le prédateur dégrade et assimile les molécules de la proie via des structures spécialisées 

(Martin, 2002; Pérez et al., 2016). Ce type de stratégie est utilisé par les bactéries Ensifer 

adharens (Druga et al., 2011; Yutani et al., 2011) et Streptomyces (Kumbhar et al., 2014) 

(Tableau 3). 

➢ Invasion directe ou stratégie endobiotique 

Cette stratégie de prédation inclut tous les prédateurs qui pénètrent dans le cytoplasme 

de la proie (Figure 3.c). Cette stratégie est également connue sous le nom d'invasion du 

cytoplasme (Moulder, 1985). Après la pénétration, le prédateur croît et se divise à l'intérieur du 

cytoplasme. Daptobacter est la seule souche qui utilise cette stratégie (Guerrero et al., 1986) 

(Tableau 3). 

➢ Préplasmique 

La cellule prédatrice envahit et se développe à l’intérieur de la proie dans le périplasme 

(Ferguson, 1990; Ferguson et al., 1992; Hobot et al., 1984) (Figure 3.d). Le prédateur sécrète 

des enzymes hydrolytiques qui favorisent la pénétration et modifient la paroi cellulaire de la 

proie (Lerner et al., 2012). Parallèlement, la cellule proie infectée est tuée lorsque la respiration 

s'arrête et que la membrane externe est modifiée pour former une barrière osmotique 

(Thomashow and Rittenberg, 1978). Le prédateur envahisseur se fixe à la membrane 

cytoplasmique de la proie et amorce sa croissance en utilisant le cytoplasme de la proie comme 

source de nourriture. Par conséquent, le prédateur tue la proie en ingérant son cytoplasme. 

Bdellovibrionales (Jurkevitch and Davidov, 2006), Bdellovibrio bacteriovorus, Bacteriovorax 

marinus, Bacteriolyticum stolpii et Peredibacter starrii, utilisent une prédation périplasmique 

(Pasternak et al., 2014) (Tableau 3).  

Certaines bactéries prédatrices peuvent utiliser plus d'une stratégie de chasse, comme 

Bdellovibrio qui utilise une stratégie périplasmique et épibiotique, ainsi que Myxobacteria qui 

peut utiliser à la fois une stratégie épibiotique et Wolfpack. 
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Figure 3. Stratégies utilisées par les bactéries prédatrices. 

(a) Wolfpack ;(b) Epibiotique ;(c) endobiotique et (d) Préplasmique 

3. 4. Antibiotiques produits par les bactéries prédatrices 

Les bactéries prédatrices sont prolifiques et renferment un groupe hétérogène de 

procaryotes qui a en commun la capacité de consommer d'autres bactéries (Jurkevitch, 2007). 

A cet égard, certaines de ces bactéries agissent comme chasseurs individuels, d'autres sont 

connus pour chasser en groupes pour attaquer leur proie (Martin, 2002). Les études suggèrent 

que cette stratégie de prédation implique généralement la sécrétion d'enzymes lytiques et de 

petites molécules bioactives comme armes prédatrices  (Berleman and Kirby, 2009; Muñoz-

Dorado et al., 2016; Reichenbach and Höfle, 1993). Par conséquent, de nombreux nouveaux 

produits naturels ont été isolés tel que les cystomanamides (Etzbach et al., 2014), les 

Jahnellamides fdd et les salimyxines (Felder et al., 2013) (Tableau 4). Il est confirmé que cette 

variété de métabolites secondaires est supposée contribuer à tuer les proies : une déficience 

dans la biosynthèse de ces composés s'est avérée affecter gravement la performance du 

prédateur (Xiao et al., 2011). Le tableau 4 présente les différentes molécules produites par ce 

groupe bactérien. 
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Tableau 4. Métabolites secondaires produits par les bactéries prédatrices et leur activité biologique 

Bactérie prédatrice Molécule Activité biologique Références 

Aristabacter necator  Banegasine C11H12N2O2 Renforce l'activité antimicrobienne de la pyrrolnitrine (Cain et al., 2003)  

Pyrrolnitrin C10H6Cl2N2O2 Antifongique, antibactérien 

Maculosin C14H16N2O3 Renforce l'activité antimicrobienne de la pyrrolnitrine 

Herpetosiphon sp  Auriculamide C17H24ClNO4 Antimicrobien (Livingstone et al., 2018 ; Schieferdecker 
et al., 2015) 
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Siphonazole C25H25N3O6 Non reporté (Nett et al., 2006) 

M.xanthus DK1622  Myxalamid B C25H39NO3 Levure et bactérie à Gram positive (Gerth et al., 1983) 

        Myxochelin A C20H24N2O7 Antibactérien et antitumoral (Miyanaga et al., 2006 ; Krug et al., 2008 
; Kunze et al., 1989) 
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Myxovirescin A1 C35H60NO8 Bactéricide pour de nombreuses bactéries Gram-
négatives, entérobactéries, et à 20 à 50 μg/mL, il 

inhibe également certaines pseudomonades et 
bactéries Gram-positives 

(Xiao et al., 2012 ; Gerth et al., 1982) 

Myxochromide A3 C45H63N7O9 Non reporté (Korp et al., 2016) 

DKxanthene-534 C29H34N4O6 Activité antioxydante (Wenzel and Müller, 2009 ; Meiser et al., 
2006) 
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Myxoprincomide C45H74N10O16 Non reporté (Cortina et al., 2012) 

Myxococcus fulvus Mxf50  Myxopyronins A C23H31NO6 Antibactérien 
(Irschik et al., 1983 ; Kohl et al., 1983) 

Streptomyces althioticus 
Myxococcus 

Virescens M.xanthus 
Cystobacter  

Althiomycin C16H17N5O6S2 Antibactérien et inhibe sélectivement la synthèse 
protéique bactérienne 

(Kunze et al., 1982 ; Fujimoto et al., 
1970; Yamaguchi et al., 1957) 
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Myxobacterium Gulmirecin B C22H34O9 Antibactérien (Schieferdecker et al., 2014)  

Myxobacterium 
Pyxidicoccus fallax HKI 

727 

Gulmirecin A C27H42O11 Antibactérien 

Corallococcus coralloides Precorallopyronin A C30H41NO6 Non reporté (Korp et al., 2016 ; Schäberle et al., 
2015) 
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Lysobacter spp Lysobactin C58H97N15O17 Antibactérien (O’Sullivan et al., 1988) 

Myxobacterium 
Enhygromyxa salina 

Salimyxin A C21H30O4 Antibactérien (Felder et al., 2013) 

Salimyxin B C21H32O 
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4. Actinobactéries 

4. 1. Généralités 

Les actinobactéries représentent un vaste groupe de procaryotes constituant l’ordre des 

actinomycétales (Mariat and Sebald, 1990), leur découverte est à l’origine de celle de 

l’actinomycine par Wacksman et woodruff en 1940 à partir d’une culture de Streptomyces 

antibioticus et de la streptomycine produite par Streptomyces griseus (Schatz et al., 1944). 

Les actinobactéries sont des bactéries Gram positifs avec un haut coefficient de 

Chargaff (% GC) généralement compris entre 60 et 75 %, leur croissance avec un temps de 

génération moyenne de 2 à 3 heures est plus lente que celle des autres bactéries (Larpent and 

Sanglier, 1989). Ces bactéries se caractérisent par un phylum grand et complexe (Stackebrandt 

et al., 1997; Zhi et al., 2009), qui ne subit normalement pas de fragmentation et produisant des 

spores asexuées. 

Les actinobactéries sont des bactéries filamenteuses formées par un réseau ramifié 

d’hyphes (divisés généralement par des septums), se développant à la fois à la surface et à 

l’intérieur du substrat, pendant une semaine ils forment sur milieu solide des colonies souvent 

pigmentées (vert, gris, rouge …) qui sont à l’origine de l’accumulation d’hyphes qui irradient, 

par croissance centrifuge le germe qui leur donné naissance. Les actinobactéries possédant un 

véritable mycélium non fragmenté et sporulant sont les formes les plus évoluées comme le 

genre Streptomyces au contraire des moins évoluées qui sont des bâtonnets ou plus rarement un 

mycélium rudimentaire comme le genre Mycobacteruim. Les actinobactéries ont souvent été 

confondues avec les mycètes du fait de leur morphologie fongoïde (présence de filament 

ramifiés, sporulation) et aussi à cause de l’allure mycosique des maladies que certaines 

provoquent (Reponen et al., 1998), ce qui explique leur dénomination. En effet, le mot « 

Actinomycètes », composé de deux substantifs grecs actino et mycete signifie champignons à 

rayon ou champignons rayonnants. Cependant, malgré ces ressemblances les actinobactéries ne 

possèdent pas de membrane nucléaire, elles renferment des organites flagellaires ressemblant à 

ceux des bactéries. Elles sont, pour la plupart, sensibles au lysozyme et aux agents 

antibactériens ; le diamètre de leurs hyphes est plus petit que celui des champignons (Gottlieb, 

1973). Ces caractères s'ajoutant à d'autres (existence d'espèces anaérobies strictes, sensibilité à 

des actinophages...) affirment leur classification parmi les bactéries (Demain and Solomon, 

1985; Mariat and Sebald, 1990). 
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Les actinobactéries sur le plan morphologique regroupent à la fois des espèces dont le 

mycélium est rudimentaire au point d'être inexistant (la plupart des Mycobacteruim), d'autres 

au mycélium fugace ou encore des espèces au mycélium développé et persistant comme le 

Genre : Streptomyces (Goodfellow and Williams, 1983).  

Les actinobactéries ont une paroi cellulaire qui ne contient ni chitine ni cellulose mais 

plutôt une glycoprotéine renfermant de la lysine ou de l'acide diaminopimélique et leur 

cytologie est similaire à celle des bactéries (Lechevalier and Lechevalier, 1970; Mariat and 

Sebald, 1990). 

Généralement, la plupart des actinobactéries sont des hétérotrophes et exigent des 

composés organiques (l'amidon de maïs, le glucose, le fructose, le saccharose et la mélasse qui 

sont rapidement assimilés) comme source de carbone et d'énergie, mais il existe des espèces 

qui sont capables de croissance chimio-trophique (Ensign et al., 1993). 

4. 2. Historique 

La découverte, la caractérisation, la nomenclature et l’utilisation des actinobactéries 

se déclinent en 5 périodes : 

➢ La première période (1874-1900) ou période médicale, s'est intéressée 

exclusivement aux organismes pathogènes et à leur rôle dans les pathologies. Cette 

période a commencé par la découverte du premier actinobactérie Streptothrix 

foeresteri par Cohn en 1875 (Anibou, 2008). 

➢ La seconde période (1990-1940) est caractérisée par la découverte des conditions 

saprophytiques d'habitat des actinobactéries et les premières tentatives pour la 

distinction entre les groupes pathogènes et saprophytiques (Baldacci, 1962). 

➢ La troisième période est caractérisée par la découverte des antibiotiques produits 

par les actinobactéries en 1943. Cette période a vu l'augmentation du nombre des 

espèces, les brevets des spécialités antibiotiques et les règlements qui dirigent les 

nouvelles espèces (Baldacci, 1962). 

➢ 1943 : Waksman et Henrici créent le genre Streptomyces (combinant les noms des 

genres Streptothrix et Actinomyces) qui regroupe les actinobactéries dont le 

mycélium aérien produit des chaines de spores portées par des sporophores. 

➢ 1944 : découverte de la streptomycine produite par Streptomyces griseus (Le 

Minor et al., 1989; Sanglier and Trujill, 1997). 

➢ La quatrième période (1940-1970) débute par la constatation que le même 



28 

antibiotique peut être produit par différentes actinobactéries. Cette période est 

caractérisée par la révision des travaux accomplis et des règles de nomenclatures. 

Ainsi c'est la période de développement de critères morphologiques et 

biochimiques pour la classification des actinobactéries. 

➢ La cinquième période qui débute dans les années 1960 voit le début de l'utilisation 

des méthodes génétiques par Hopwood (Chater, 1999; Hopwood, 1973). La 

génomique (Hopwood, 2003) a bouleversé la classification des espèces (Ventura 

et al., 2007) et d’étude de l’utilisation biotechnologique de ces microorganismes. 

4. 3. Morphologie des actinobactéries 

2 groupes morphologiques peuvent se distinguer : 

➢ Le premier a des caractéristiques morphologiques particulières et est formé par un 

ensemble de filaments ramifiés sous forme d'une masse (Mycélium). 

➢ Les microorganismes du deuxième groupe sont typiquement plus complexes par 

rapport au premier groupe (Lechevalier and Lechevalier, 1985). On peut y 

rencontrer des bacilles et des coccobacilles comme Rhodococcus et 

Mycobactérium (Avril, 1992).  

L'analyse par imagerie des hyphes des actinobactéries indiquent l'existence de deux 

catégories de filaments (Figure 4) : 

➢  Pellet : un agrégat de plusieurs hyphes enchevêtrés, leurs diamètres peuvent varier 

de plusieurs micromètres à plusieurs millimètres. 

➢ Hyphes dispersés : se présentent sous deux formes « freely dispersed » et « 

mycélium clumps ou aggrégate » (Cox et al., 1998). 

Figure 4. Morphologie des hyphes en croissance dans le milieu liquide (Alonso, 
2007) 
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Le mycélium des actinobactéries présente une diversité morphologique (Figure 5) : 

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

plupart des Mycobacterium) ; 

 Les espèces au mycélium fugace, qui se fragmente (certaines Nocardia) ; 

 Les espèces au mycélium développé et persistant comme dans le genre 

Streptomyces. 

Figure 5. Clichés de microscopie électronique à balayage illustrant les types fragmentaire et 

permanent du mycélium des actinobactéries. (A) Bactéries du genre Nocardia qui se 

fragmentent, (B) Bactéries du genre Streptomyces en sporulation. Barre d’échelle : 1 μm 

(Belyagoubi, 2014) 

Les actinobactéries sont caractérisées par la formation d'un réseau ramifié d'hyphe sur 

un substrat solide, ce réseau se développe à la fois à la surface du substrat et à l’intérieur de ce 

dernier pour former un mycélium végétatif et appelé aussi le mycélium du substrat ou mycélium 

primaire (Figure 6) (Prescott et al., 2003). 

Ainsi, lorsque le mycélium du substrat se développe vers la partie superficielle, il 

donne lieu au mycélium aérien, les extrémités des hyphes aériens se différencient pour former 

des spores asexuées à paroi fine appelées conidies ou conidiospores, qui sont des agents de 

dissémination (Smaoui, 2010). 

1 μm 1 μm 
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Figure 6. Coupe transversale d’une colonie d’actinomycète avec des hyphes vivants 

(bleus-verts) et morts (blancs) (Prescott et al., 2003) 

4. 4. Taxonomies des actinobactéries 

4. 4. 1. Ordre des Actinomycétales 

Les actinobactéries sont raccordées au phylum des Actinobacteria, qui réunit une seule 

classe : Actinobacteria, cette classe est fractionnée en 5 sous-classes, 6 ordres dont l’ordre des 

Actinomycétales (Figure 7). Ce dernier est composé par 9 sous-ordres qui regroupent des 

bacilles et des coques à Gram positif variés. 

Tous les membres de cet ordre sont caractérisés par une grande teneur en G+C %, 

allant de 51 % chez certaines Corynebactéries, à plus de 70 % chez les genres Streptomyces et 

Frankia (Ventura et al., 2007) et présentent une grande différenciation quant au développement 

de leur cycle de vie aux sous classes des Actinobacteridae et à l’ordre des Actinomycétales créé 

par Buchanan en 1917 (Ludwig et al., 2012; Parte, 2012). 
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Figure 7. Arbre phylogénétique basé sur 97 séquences du génome des actinobactéries (Ait 

Barka et al., 2016) 
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4. 4. 2. Taxonomie des actinobactéries 

Depuis plusieurs décennies, la classification des actinobactéries est passée par 

plusieurs étapes en fonction de l’avancée des connaissances. Depuis 1940, elle a pris de 

l'ampleur et ne cesse d'être corrigée (Belyagoubi, 2014). Selon Lechevalier et Lechevalier 

(1965), la classification des espèces est basée sur des critères morphologiques et chimiques. En 

outre, à cause de leur diversité les approches physiologique, numérique et moléculaire sont 

devenues indispensable pour différencier entre les actinobactéries. 

➢ Critères morphologiques 

L’étude morphologique des actinobactéries selon Badji (Badji et al., 2006) est basée 

sur les caractères morphologiques importants, comme le type (fragmenté ou pas) et la couleur 

du mycélium aérien ainsi de substrat, la présence ou non de sporophores sur le mycélium, la 

présence de sclérotes ou de synnemata, la présence et la forme des spores (Figure 8 ) ainsi que 

leur mobilité, leur disposition sur les hyphes et leur nombre, la présence ou non de sporanges 

et leurs type (Figure 9) et finalement la production et la couleur des pigments solubles sécrétés 

(PS). 

Figure 8. Morphologie des spores des actinobactéries (Breton and Theilleux, 1989) 
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Figure 9. Différentes chaines de spores chez les actinobactéries (Ait Barka et al., 

2016) 

La classification parfois des souches peut être basée uniquement sur des critères 

micromorphologiques à titre d’exemple les genres : Micromonospora, Planobispora, 

Planomonospora, Spirillospora, Streptosporangium, etc.  

➢ Critères chimiotaxonomiques 

Les caractères morphologiques sont suffisants pour la reconnaissance de certains 

genres. Par contre, la grande majorité (Streptomyces, Actinomadura, Nocardia, 

Microtetraspora, Nonomuraea, Nocordioides, Amycolatopsis, Pseudonocardia, Soccharothrix, 

Kitasatosporia, Glycomyces, … etc.) nécessite une étude chimique des constituants cellulaires 

(Boudjella, 2007). En effet, les caractères morphologiques adoptés par la classification 

classique dépendent de la nature des composés chimiques des microorganismes (O’Donnell, 

1988). 
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Selon Goodfellow & Minnikin (1985), l’étude chimiotaxonomique des actinobactéries 

consiste en l’observation des variations chimiques dans les organismes et l’utilisation de 

caractères chimiques dans la classification et l’identification, afin d’identifier les genres et les 

groupes d’actinobactéries. 

Les caractères pris en compte dans l’étude chimiotaxonomique sont les composés 

majoritaires de la paroi cellulaire, tels que les acides aminés pariétaux et les lipides des 

enveloppes cellulaires au niveau de la paroi cellulaire (Lechevalier, 1980). 

Les principaux critères chimiotaxonomiques adoptés dans la classification des 

actinobactéries sont : 

➢ 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) (Larpent and Sanglier, 

1989; Lechevalier et al., 1977; Staneck and Roberts, 1974). 

Les études effectuées par Romano and Nickerson (1956), Cummins and Harris (1958) 

et Hoare and Work (1957) rapportées par Becker et al. (1965) ont prouvé que les actinobactéries 

ont une paroi cellulaire de composition très proche de celle des bactéries à Gram positif et ont 

également signalé que la composition chimique de la paroi cellulaire peut fournir des méthodes 

pratiques afin de différencier les genres d’actinobactérie. 

Becker et al. (1965), Yamaguchi (1965) et Lechevalier et Lechevalier (1970) ont divisé 

les actinomycètes en chimiotypes sur la base de l’analyse des acides aminés pariétaux et des 

sucres cellulaires.  

L’acide diaminopimélique (DAP) est un constituant qui se présente au niveau des 

parois de la plupart des actinomycètes sous deux formes isomériques : la forme LL et la forme 

DL ou meso. Les parois sont classées en huit groupes chimiques ou chémotypes pariétaux en 

fonction de leur composition en DAP mais aussi en d’autres acides aminés (Tableau 5) : 
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Tableau 5. Différents types de parois et leurs constituants majoritaires chez les 
actinobactéries (Loqman, 2009) 

Type de 
paroi 

Constituants 
pariétaux 
majeurs 

Genres représentatifs 

I L-DAP + Glycine Arachnia, Pimelobacter, Nocardioides, Streptomycetes 
II Méso-DAP+ 

Glycin 
Actinoplanes, Actinomyces 

III Méso-DAP Dermatophilus, Maduromycetes, Frankia, 
Geodermatophilus, Thermonospora, Kitasatospira, 

Spirillosporia, Thermoactinomyces 
IV Méso-DAP 

+ 
Arabinose, 
galactose 

Micropolyspora, Nocardioformes 

V Lysine + 
Ornithine 

Actinomyces 

VI Présence variable 
de l’acide 

Aspartique et de 
galactose 

Microbacterium, Oerskovia, Promicromonospora, 
Actinomyces, Arcanobacterium 

VII Acide 
diaminobutyrique 

+ Glycine 

Agromyces, Calvibacter 

VIII Ornithine Aureobacterium, Curtobacterium, Cellulomonas 
 
Les actinobactéries peuvent aussi se classifier selon la composition et la structure du 

peptidoglycane, tel que proposé par Schleifer and Kandler (1972) qui introduisent une 

nomenclature à trois caractères : 

 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), 

  Un chiffre correspondant au type de pont entre acides aminés liés  

  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 et al., 2008). 

➢ Critères physiologiques 

La classification des actinobactéries selon les critères physiologiques est basée sur des 

tests de dégradation de différents composés glucidiques, lipidiques et protidiques, polymères 

complexes, etc. D’autres tests interviennent parfois dans la détermination des espèces, comme 
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la résistance à certains agents antimicrobiens et la tolérance à des conditions extrêmes 

(température, pH, salinité, etc.).  

4. 4. 3. Critères moléculaires 

Ces dernières décennies, la biologie moléculaire s’est imposée comme un outil 

puissant et incontournable en taxonomie. Actuellement, il n’est plus possible de proposer une 

nouvelle espèce sans effectuer des analyses génétiques. 

Les principales analyses moléculaires utilisées pour la détermination des espèces sont 

l’hybridation ADN-ADN (Wayne et al., 1987), le séquençage de l’ADN ribosomique 16S par 

la méthode de Stackebrandt et al. (1997) et le pourcentage GC % qui n’est obligatoirement 

demandé que lors d’une proposition de nouveaux genres. Ces critères ont permis de tracer toute 

la phylogénie des actinobactéries. 

4. 5. Ecologie des actinomycètes et leur distribution dans le milieu marin 

Les actinobactéries sont des microorganismes omniprésents au niveau de tous les 

substrats naturels et en particulier le sol (Lacey, 1973; Larpent and Sanglier, 1989; Porter, 1971; 

Williams et al., 1984). La grande majorité est d’origine tellurique 10 à 20 % ou parfois plus 

(Dommergues and Mangenot, 1970; Ishizawa and Araragi, 1976), ainsi elles sont capables de 

se développer sur une large gamme de substrats (Tableau 6). Elles peuvent coloniser de 

nombreux biotopes : air, composts, eau, fourrages, fumiers, grains, canne à sucre, etc.) et 

peuvent se retrouver dans des zones géographiques variées. On en trouve ainsi dans l’extrême 

nord, l’arctique, les tropiques, les plus hauts sommets des montagnes et les déserts (Lacey, 

1973), les sols polaires gelés en permanence tout comme dans les sols désertiques chauds et 

secs, dans le pétrole brut, les sols hautement contaminés avec les métaux lourds, les lacs 

extrêmement alcalins et les lacs salés. Au contraire, les espèces anaérobies appartenant aux 

genres Actinomyces, Arachnia et groupes voisins font partie de la flore endogène de Veillon et 

ne se trouvent généralement dans la nature que dans les endroits récemment contaminés par 

l’homme (Mariat and Sebald, 1990; Sanglier and Trujill, 1997). 
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Tableau 6. Répartition des actinobactéries dans la nature 
(Goodfellow and Williams, 1983) 

Les actinobactéries ont également été isolées à partir de nombreux environnements 

aquatiques : 

➢ Eau douce (Kitouni et al., 2005); 

➢ Eau issue de marécages salés (Al-Zarban et al., 2002). 

➢ Eau de mer et de sédiments marins (Bull and Stach, 2007; Ghanem et al., 2000; 

Jensen et al., 1991; Ward and Bora, 2006); 

Les actinobactéries peuvent être hébergées dans les différents compartiments du milieu 

marin: le fond de l'océan (Fenical and Jensen, 2006; Jensen et al., 2005), l'océan et les zones  

intertidales (Goodfellow and Williams, 1983), l'eau de mer (Ramesh and Mathivanan, 2009), 

les animaux  et les plantes (Castillo et al., 2005; Liu et al., 2019; Zhang et al., 2008), les 

sédiments océaniques (Claverías et al., 2019; Das et al., 2008; Jensen et al., 2005; Sun et al., 

2010). Les actinobactéries colonisant les milieux marins peuvent être d’origine terrestre, 

provenir du lessivage des spores en dormance, d’autres espèces sont indigènes. 

Genre Habitats 

Actionomadure Sol 

Actinoplanes Sol, eau, litière 

Frankia Nodule de racines des non-

légumineuses 

Microbispora Sol 

Micromonospora Sol, eau, sédiments, les sols 

humides 

Nocardia Sol, eau 

Rhodococcus Sol, eau, fumier, litière 

Saccharomonospora Matière en décomposition 

Streptomyces Sol, eau, litière 

Streptosporanguim Sol 

Thermomonospora Matière en décomposition et 

fermentation 

Nocardia amarae Les boues activées 
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  Les actinobactéries sont aussi importantes en écologie qu'en médecine. Les 

actinobactéries marines contribuent à la décomposition de la matière organique (Steger et al., 

2007), à la solubilisation du phosphore (Hamim et al., 2019), au contrôle phytopathologique, à 

la production de composés antifongiques (Djinni et al., 2019; Escalante-Réndiz et al., 2019; 

Loqman et al., 2009; Ouhdouch et al., 2001) et de substances biologiquement actives tels les 

antibiotiques, les vitamines et les enzymes (Hamedi et al., 2019; Ouchari et al., 2019; Tischler 

et al., 2019). 

4. 6. Cycle de développement 

Tout comme les eucaryotes multicellulaires, les actinobactéries possèdent un cycle de 

vie qui est le fruit de trois processus physiologiques majeurs : la croissance végétative, la 

différenciation et la sénescence cellulaire puis la mort (Ait Barka et al., 2016). 

Les actinobactéries présentent un cycle biologique semblable à celui de certains 

champignons, mais leur structure procaryotique sans noyau distinct, les a classés parmi les 

bactéries. La Figure 10 montre le cycle de développement des actinobactéries. Sur un milieu 

solide, le cycle commence par la germination d’une spore qui donne lieu 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, 2010) et s’accompagne de la formation de septa, conduisant à des unités 

uni-génomiques. Les cellules se différencient ensuite pour former des spores. Si les spores sont 

localisées dans des sporonges, on les appelle des sporongiospores.          

Généralement ces spores ne sont pas résistantes à la chaleur, mais résistent bien à la 

dessiccation et ont de ce fait une importante valeur adaptative, les actinobactéries sont 

immobiles, excepté pour les spores de certains genres (Actinoplan, Spirillospora…etc.) 

(Prescott et al., 2007). 
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Figure 10. Cycle de développement des actinobactéries (Ait Barka et al., 2016) 

4. 7. Métabolisme des actinobactéries 

La différenciation morphologique s'accompagne d'une différentiation métabolique. Un 

métabolisme secondaire se met en place donnant lieu à la biosynthèse de composés d'une 

extraordinaire diversité de structures et d'activités biologiques (Choulet et al., 2006). 

4. 7. 1. Métabolisme primaire 

Le métabolisme primaire des actinobactéries est semblable à celui des autres 

organismes. Les métabolites primaires ou généraux essentiels forment la structure cellulaire et 

permettent le fonctionnement du métabolisme général (Theilleux et al., 1993). 

4. 7. 2. Métabolisme secondaire 

Le métabolisme secondaire se différencie du métabolisme primaire par le fait qu'il 

concerne des métabolites non directement impliqués dans la croissance et la vie de l'organisme 

(Theilleux et al., 1993). De manière générale, le métabolisme secondaire est considéré comme 

l’ensemble des voies de synthèse de composés qui n’ont ensuite pas des fonctions apparentes 

dans le métabolisme cellulaire (Colombié, 2005). 
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4. 8.  Antibiotiques produits par les actinomycètes marins 

Les actinobactéries constituent une source importante d’antibiotiques et d’autres 

métabolites secondaires à utilité industrielle (Hayakawa et al., 2004; Takahashi and Omura, 

2003). Plus de 70 % des antibiotiques d’origine microbienne sont produits par ce vaste groupe 

bactérien (Cundliffe, 2006) (Tableau 7). Les actinobactéries produisent un grand nombre 

d’antibiotiques de structure chimique très variées (aminoglycosides, anthracyclines, 

glycopepetides, beta-lactamines, tetracyclines, macrolides, nucléosides …) qui ont de 

nombreuses applications thérapeutiques (Okami and Hotta, 1988).  
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Tableau 7. Liste des antibiotiques produits par les actinobactéries marines (Kokare, 2008) 

Antibiotique Souches productrices Source Année 

Neomycin B 

C23H46N6O13 

S. marinensis Eau de mer 1974 

Neomycin C 

C23H46N6O13 

S. marinensis Eau de mer 1974 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C23H46N6O13
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C23H46N6O13
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C23H46N6O13
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SS-228Y

C19H14O6 

Chainia SS-228 La boue de la mer 1975 

Aplasmomycin 

C40H60BNaO14 

S.griseus SS-20 La boue de la mer 1977 

Istamycin A 

C17H35N5O5 

S.tenjimariensis SS-939 La boue de la mer 1980 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C19H14O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C19H14O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C40H60BNaO14
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H35N5O5
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Istamycin B 

C17H35N5O5 

S.tenjimariensis SS-939 La boue de la mer 1980 

Altemicidin

C13H20N4O7S 

S.sioyaensis SA-1758 La boue de la mer 1989 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H35N5O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C13H20N4O7S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C13H20N4O7S
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Tetrazomine 

C24H34N4O5 

Actinomycetes Y-09194L Sédiments marins 1991 

Tetrodotoxin 

C11H17N3O8 

Streptomyces species Sédiments marins 1991 

Urauchimycin A 

C22H30N2O8 

Streptomyces sp. Ni-80 L’éponge 1993 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H34N4O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H17N3O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H30N2O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H30N2O8
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Urauchimycin B 

C22H30N2O8 

 

Streptomyces sp. Ni-80 L’éponge 1993 

Salinamide A  

 C51H69N7O15  

  

Streptomyces species Surface du gel des 

poissons 

1994 

Salinamide B 

C51H70ClN7O15 

 

Streptomyces species Surface du gel des 

poissons 

1994 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H30N2O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C51H69N7O15
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C51H70ClN7O15
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γ-Indomycinone

C22H18O6 

Streptomyces sp. B-8300 Sédiments marins 1997 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H18O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H18O6


 

47 
 

4. 9. Actinobactéries prédatrices 

Les actinobactéries ont un métabolisme secondaire bioactif élevé, produisant ainsi  une 

importante quantité d'antibiotiques d'origine naturelle (Hoshino et al., 2015b). Ces molécules 

sont produites par les actinobactéries pour inhiber la croissance des autres microorganismes 

avec lesquels elles sont en compétition dans leur biotope (Ortiz-Ortiz et al., 2013).  Des 

recherches récentes ont prouvé que le génome de l’actinobactérie Streptomyces possède 

beaucoup de gènes biosynthétiques responsables de la production de métabolites secondaires 

non exprimés (Baltz, 2019; Ikeda et al., 2014). En effet, dans les conditions de laboratoire 

standard, les actinobactéries n'expriment qu'une très petite partie de gènes et les autres restent 

cryptiques (Rutledge and Challis, 2015). Par conséquent, les gènes cryptiques des 

actinobactéries doivent être considérés comme une source encore non exploitée de métabolites 

secondaires (Olano et al., 2014). 

En effet, plusieurs méthodes ont été introduites pour stimuler les gènes cryptiques des 

actinobactéries pour produire les métabolites secondaires (Scherlach and Hertweck, 2009). 

L'effet de la co-culture de l’Actinobactérie avec une autre bactérie sur la production de 

métabolite secondaire a été étudiée récemment par Yu et al., (2019). Ainsi 5 molécules ont été 

isolées par co-culture de Streptomyces rochei MB037 avec Rhinocladiella similis 35. De même, 

Shin et al., (2018) ont identifié une nouvelle molécule "Dentigerumycine E", détectable 

uniquement dans la co-culture de Streptomyces d’origine marine avec Bacillus. Une autre étude 

de co-culture impliquant des souches de Streptomyces a été menée par Sung et al., (2017) et a 

démontré que la co-culture de Strepromyces avec d'autres bactéries pathogènes augmente la 

production de métabolites secondaires. 

Au total, 33 nouveaux métabolites secondaires ont été isolés à partir de 12 

actinobactéries par co-culture et sont décrits (Tableau 8). 
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Tableau 8. Métabolites secondaires isolés à partir des actinobactéries en co-culture 
avec d’autre bactérie 

Produit Producteur Partenaire Activité biologique Références 

Alchivemycins A–B Streptomyces endus 

S522 

T. pulmonis TP-

B0596 

Antibactérien 

Inhibiteur de 

l'invasion des 

cellules 

tumorales 

(Igarashi et al., 

2010 ; Kim et al., 

2013 ; Onaka et 

al., 2011) 

Arcyriafavin E Streptomyces 

cinnamoneus NBRC 

13823 

T. pulmonis TP-

B0596 

Cytotoxique (Hoshino et al., 

2015c) 

Chojalactones A–C Streptomyces sp. CJ-5 T. pulmonis TP-

B0596 

Cytotoxique (Hoshino et al., 

2015b) 

Niizalactams A–C Streptomyces sp. NZ-6 T. pulmonis TP-

B0596 

Inconnu (Hoshino et al., 

2015a) 

5a-THQs Streptomyces 

nigrescens HEK616 

T. pulmonis TP-

B0596 

Antifongique (Sugiyama et al., 

2015) 

Streptoaminals S. nigrescens HEK616 T. pulmonis TP-

B0596 

Antifongique 

Antibactérien 

(Sugiyama et al., 

2016) 

Gordonic acid Streptomyces tendae 

KMC006 

Gordonia sp. 

KMC005 

Antibactérien (Park et al., 2017) 

Ciromicin A Nocardiopsis sp. FU40 

(ΔApoS) 

Rhodococcus 

wratislaviensis 

Cytotoxique (Derewacz et al., 

2015 ; Earl et al., 

2018) 

Ciromicin B 

Dracolactams A–B Micromonospora 

wenchangensis 

HEK797 

T. pulmonis TP-

B0596 

Inconnu (Hoshino et al., 

2017) 

Mirilactams C–E Actinosynnema mirum 

NBRC 14064 

T. pulmonis TP-

B0596 

Inconnu (Hoshino et al., 

2018b) 

Umezawamides A-B Umezawaea sp. 

RD066910 

T. pulmonis TP-

B0596 

Cytotoxique (Hoshino et al., 

2018c) 

Catenulobactins A–B Catenuloplanes sp. 

RD067331 

T. pulmonis TP-

B0596 

Cytotoxique (Hoshino et al., 

2018a) 

Keyicin Micromonospora sp. 

WMMB235 

Rhodococcus sp. 

WMMA185 

Antibactérien (Adnani et al., 

2017) 

Toutes ces informations nous permettent d’affirmer que les gènes cryptiques 

responsables de la production de métabolites secondaires d’actinobactéries pourraient être 

activés dans des conditions spécifiques telles que la prédation. Quelques rares études se sont 
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intéressées à la prédation des actinobactéries par les seuls genres Streptomyces et Agromyces 

ramosus qui ont exprimé cette capacité (Casida, 1983; Kumbhar et al., 2014; Waksman and 

Woodruff, 1941). 

La première actinobactérie prédatrice décrite dans la littérature est Streptomyces 

(Waksman and Woodruff, 1941). Kumbhar et al. (2014) ont montré par la suite que les 

Streptomyces sont des prédateurs épibiotiques facultatifs d'une variété de micro-organismes 

comme Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa et 

Klebsiella sp.. De plus, ils ont prouvé que les souches de Streptomyces qui ne présentaient pas 

d'activité prédatrice au début de l'expérience pouvaient le faire après plusieurs générations 

d'acclimatation. 

Agromyces ramosus est une autre actinobactérie prédatrice facultative (Casida, 1983). 

Certaines souches sont capables d'attaquer et de détruire diverses bactéries à Gram négatif et à 

Gram positif, notamment Azotobacter vinelandii, Rhizobium eguminosarum, Sinorhizobium 

meliloti et Agrobacterium tumefaciens (Casida, 1983), ainsi que les levures. La destruction des 

cellules de la proie exige que le prédateur et la proie se trouvent à proximité immédiate 

(Chernyakovskaya et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre II 

Isolement et screening des isolats d’actinobactéries prédateurs 
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1. Introduction

Les actinobactéries sont des bactéries filamenteuses, Gram positif, caractérisées par 

un métabolisme secondaire bioactif très élevé. Ces bactéries ont l’aptitude de produire diverses 

molécules, biologiquement actives (antifongiques, antibiotiques…). Elles sont le premier 

producteur d'un grand nombre d'antibiotiques commercialisés (Abdelmohsen et al., 2015; Arul 

Jose and Jebakumar, 2013).  

L’isolement de nouvelles souches d’actinobactéries prédatrices productrices de 

nouveaux métabolites secondaires d’intérêt thérapeutique, à partir de nouveaux habitats 

inexplorés pourrait être d’une grande utilité pour lutter contre les bactéries multirésistantes. En 

effet, le Maroc présente plusieurs niches écologiques non encore explorées et à notre 

connaissance, aucune étude scientifique approfondie sur les actinobactéries marines n'a été 

publiée à ce jour. 

Le travail présenté dans ce premier chapitre détaille pour la première fois les 

techniques d’isolement de souches d’actinobactéries prédatrices, capables de croître en 

présence de cellules lavées de proie comme seule source de nutriments présente dans le milieu 

de culture, en combinant l’isolement et le criblage.  

L’étude de l’activité prédatrice des isolats a été réalisée en trois étapes. La première 

étape est l’étude du spectre d’activité des isolats prédateurs sur plusieurs proies. La deuxième 

étape est la comparaison du spectre d’activité prédatrice des isolats prédateurs vis-à-vis de 

l’activité antibactérienne en milieu riche. La dernière étape consiste à l’étude de l’implication 

des substances diffusibles bactéricides dans le processus de prédation.  
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2. Matériel et Méthodes

2. 1. Echantillonnage 

2. 1. 1. Techniques de prélèvement, de transport et de conservation 

Le prélèvement des échantillons d’eau a été réalisé manuellement. Les échantillons 

sont prélevés dans des flacons stériles de 1 litre propres rincés plusieurs fois avec l’eau à 

analyser puis fermés hermétiquement sans laisser de bulles d’air dans les flacons. Les flacons 

sont transportés par la suite dans une glacière. 

Les prélèvements d'échantillons d'eau ont été réalisés au niveau de neuf différents sites 

localisés sur la côte atlantique (Figure 11) : 

- Eau de mer de Sidi Ifni (S1) 

- Eau de mer d’Agadir (S2) 

- Eau de mer de Cap Ghir (S3) 

- Eau de mer d’Essaouira 1 (S4) 

- Eau de mer d’Essaouira 2 (S5) 

- Eau de mer de Badouza (S6) 

- Eau de mer de l’Oualidia 1 (S7) 

- Eau de mer de l’Oualidia 2 (S8) 

- Eau de mer de Sidi Bouzid (S9) 

Figure 11. Lieux d’échantillonnage des souches d’actinobactéries 
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2. 1. 2. Caractérisations chimiques des échantillons 

Lors de l’échantillonnage la conductivité, la salinité et le pH des eaux ont été mesurés 

à l’aide d’un multi-paramètre portable HI98194. 

2. 2. Isolement et screening des actinobactéries prédatrices 

2. 2. 1. Bactéries (Proies) 

➢ Bactéries sensibles :  

Micrococcus luteus (ATCC381) ; Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ; 

Escherichia coli (ATCC 8739). 

➢ Bactéries résistantes :  

Staphylococcus aureus résistant à l a méticilline (SARM) (NCTC 12493) ; 

Escherichia coli (ATCC 35218). 

2. 2. 2. Préparation de la proie 

La proie M. luteus est ensemencée sur gélose nutritive. Après 24 h d’incubation à         

37 °C, une suspension est préparée dans l’eau physiologique stérile.  

Des fioles d’erlenmeyer de 100 mL contenant 25 mL de bouillon nutritif sont 

ensemencés par la préculture M. luteus à raison de (1012 UFC/mL) puis incubées pendant 24 h 

à 37 °C sous agitation. Ces cultures sont centrifugées stérilement à 4500 g pendant 10 min. Les 

surnageants sont écartés et les culots sont lavés trois fois par l’eau distillée stérile et repris dans 

25 mL d’eau distillée stérile. Ces cellules lavées additionnées de l’agar-agar noble (14 g/L) 

représentent le milieu d’isolement et de criblage. 

2. 2. 3. Isolement et screening des actinobactéries prédatrices 

Nous avons développé des nouvelles techniques d’isolement des actinobactéries 

prédatrices. Pour chaque échantillon, la gamme de dilutions utilisée est comprise entre 100 à 

10-6. Trois méthodes d’ensemencement ont été suivies (nappe, en masse et en surface). Des 

témoins ont été réalisés parallèlement. Un millilitre de chaque dilution des échantillons d’eau 

de mer à tester est ensemencé. Pour chaque ensemencent trois répétitions sont réalisées.  

L’ensemencement en nappe consiste à déposer 1 mL de la dilution de l’échantillon de 

l’eau de mer au fond de la boite avant l’ajout d’agar-agar en surfusion additionnée de 1 mL de 

la suspension de la proie lavée à la concentration 1012 UFC/mL. 
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La culture en masse consiste à couler 20 mL de la gélose en surfusion maintenue à   

45 °C mélangé avec 1 mL de la proie lavée et 1 mL de la dilution à tester dans une boite de 

pétri. 

La culture en surface consiste à déposer 100 µL de la dilution de l’échantillon et 1 mL 

de la proie lavée à la surface du milieu agar-agar, puis à étaler à l'aide d'un râteau stérile. 

➢ Témoins 

Le premier milieu de validation de l’expérience est composé uniquement d’agar-agar, 

cette étape a pour but de vérifier que le milieu n’est pas contaminé et ne contient pas d’impureté. 

Le deuxième milieu témoin est composé d’agar-agar et de la proie. Ce milieu est réalisé 

afin de vérifier que les cellules de bactérie proie sont vivantes et d’examiner leur abondance. 

Pour ce faire, la surface des boites est inondée par 1 mL de bouillon nutritif.   

Le dernier témoin est composé uniquement des dilutions de l'échantillon ensemencé 

sur agar-agar, afin de valider que la croissance des microorganismes prédateurs est liée à la 

présence de la proie.  

Les boites de témoins sont incubées pendant 24 h et les milieux d’isolement sont 

incubés pendant 21 jours à 28 °C.  

2. 3. Purification des souches 

L’ensemencement des souches a été effectué par la méthode de stries serrées en surface 

dans le milieu d’isolement constitué d’agar-agar additionné des cellules de proie lavée. 

L’incubation est faite à 28 °C pour une durée de 14 jours. Cette méthode est utilisée à la fois 

afin de vérifier que l’isolat est prédateur sans collaborateur et en même temps la purification 

des isolats. 

Les colonies d’actinobactéries sont reprises sur le milieu Bennett pour obtenir des 

souches pures exemptes de toute contamination aussi bien bactérienne que fongique.  

2. 4. Conservation des souches 

2. 4. 1. Préparation du stock de spores 

Les boites de Pétri, contenant le milieu Bennett, sont ensemencées à partir des isolats 

d’actinobactéries prédatrices purifiées. Après incubation pendant une à deux semaines à 30 °C 

jusqu’à sporulation maximale, 10 mL d’eau physiologique stérile sont déposés sur chaque boite 

de Pétri. Les surfaces des boites sont grattées avec la pointe d’une pipette. Les suspensions sont 
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placées ensuite dans des tubes à essai stériles et agitées 1 min environ au vortex, puis sont 

filtrées sur du coton stérile placé dans des seringues stériles de 10 mL pour éliminer les 

morceaux d’agar. Les filtrats sont par la suite centrifugés 5 min à 5000 rpm. 

2. 4. 2. Conservation par congélation dans le glycérol à -20 °C 

Après centrifugation les spores des bactéries filamenteuses sont mises en suspension 

dans des Eppendorf contenant du glycérol 20 % stérile, puis congelés à -20 °C (Rivière, 1975). 

2. 4. 3. Conservation dans le sable 

Après stérilisation des tubes à vis contenant du sable et du carbonate de calcium (2 %) 

pendant trois fois 30 min à 120 °C, les spores d’actinomycètes sont ajoutées. La conservation 

des tubes se fait à la température ambiante (Rivière, 1975). 

2. 5. Spectre de l’activité de prédation des isolats sélectionnés vis-à-vis différentes proies 

Le spectre d'activité des isolats prédateurs purifiés et sélectionnés est testé en utilisant 

des cellules lavées de différentes proies : M. luteus (ATCC381), S. aureus (ATCC 25923), E. 

coli (ATCC 8739), SARM (NCTC 12493) et E. coli résistante (ATCC 35218). 

Les proies sont étalées séparément sur des boites contenant l'agar-agar et l'isolat 

prédateur est inoculé au centre (Figure 12). 

 

                 

Figure  

 

 

 

 

Figure 12. Etude du spectre de l'activité de prédation 

2. 6. Activité antibactérienne des isolats sélectionnés par la méthode conventionnelle sur 

milieu Bennett 

2. 6. 1. Préparation des inoculas de bactérie test 

Un inoculum est réalisé sur gélose nutritive à partir d’une culture bactérienne de 24 

heures des souches testées M. luteus (ATCC381), S. aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC 

8739), SARM (NCTC 12493) et E. coli résistante (ATCC 35218). La densité cellulaire de cet 
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inoculum a été ajustée par dilution dans de l’eau physiologique stérile et ajusté à 0,5 Mc 

Ferland, ce qui correspond à une concentration finale de 106 UFC/mL. 

2. 6. 2. Activité antibactérienne sur milieu Bennett  

Cette technique consiste à ensemencer les isolats d’actinobactéries en stries serrées sur 

le milieu de production Bennett. Après incubation des cultures à 27 °C pendant une à deux 

semaines, trois cylindres de gélose de chaque culture (6 mm de diamètre) sont prélevés à l’aide 

d’un emporte-pièce et déposés soit sur le milieu Mueller-Hinton préalablement ensemencé par 

les inoculas de bactérie test (Figure 13). Un témoin négatif avec un cylindre de milieu de 

production sans culture d’actinomycète est mis dans chaque boite de Pétri.  

Les boites de Pétri sont ensuite placées à 4 °C pendant quatre heures pour permettre 

une diffusion des substances actives, puis elles sont incubées à la température de 37 °C pendant 

24 h. 

 

 

 

 

Figure 13. Mise en évidence de l’activité antibactérienne en milieu solide par le test 
des cylindres d’agar 

2. 7. Analyses Statistiques 

Les diamètres d’inhibitions obtenus à partir de l’activité antibactérienne des isolats 

d’actinobactéries sur le milieu Bennett ont été analysés à l'aide de l’analyse de variance 

(ANOVA, p <0,05). Le test post-hoc de Tukey (p <0,05) a été utilisé pour analyser les 

différences significatives entre les isolats d’actinobactéries testées. Le logiciel utilisé est 

XLSTAT (Version 2016.02.27444). 

2. 8. Diffusion des antibactériens impliqués dans la prédation 

L'implication de substances diffusibles dans l'activité de prédation a été étudiée. Un 

volume de 0,1 mL des cellules de la proie lavée est étalé à la surface du milieu agar-agar, les 

cellules d'actinobactéries potentiellement prédatrices sont inoculées au centre et incubées à      

28 °C (Figure 14). 
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 Pour évaluer l'état ou la vitalité des cellules proies, un ensemble de points situés à 

différentes distances de la zone claire autour du prédateur sont repiqués sur la gélose nutritive, 

la même procédure est effectuée après 48 h d’incubation.   

 
Figure 14. Technique d’étude de la diffusion de l’antibiotique impliqué dans le 

processus de prédation 

2. 9. Confirmation de l’implication des antibactériens dans la prédation 

2. 9. 1. Préparation des inoculas  

Un inoculum est réalisé à partir d’une culture bactérienne de 24 heures de la proie 

lavée et une culture de l’actinobactérie lavée de 15 jours. L’inoculum est préparé de la manière 

suivante : 9 mL de l’actinobactérie avec une concentration de 1012 UFC/mL + 9 mL de la proie 

lavée avec une concentration de 1012 UFC/mL. Par la suite, un litre de milieu en surfusion 

composé d’agar-agar est maintenu à 45 °C est mélangé avec l’inoculum préparé pour une 

utilisation ultérieure. 

2. 9. 2. Culture en milieu solide   

 Dans l’objectif d’éviter le contact des cellules bactériennes avec les disques de 

papiers, deux boites de Pétri en verre sont utilisées : une grande boite de Pétri (9 cm) et une 

petite boite de Pétri (5 cm). Cette dernière est introduite d’une façon inversée au sein de la 

grande boite. Ensuite, 15 mL de milieu composé d’agar-agar est coulé dans la zone délimitée 

par la petite boite. Après la solidification de l’agar-agar, la petite boite de Pétri est enlevée et le 

vide est rempli par 5 mL de l’inoculum déjà préparé.  Le milieu est incubé pendant 15 jours à 

28 °C. Par la suite, après l’apparition des cellules du prédateur, les disques de papiers stériles  

6 mm de diamètre sont placés sur la surface de l’agar-agar dans la zone hors de croissance de 

l’actinobactérie prédatrice pendant 24 h. Parallèlement, afin d’étudier l’effet du milieu de 

culture, un disque de papier stérile a été déposé à la surface de milieu agar-agar seul, qui a servi 

comme témoin. L’ensemble de ces étapes sont schématisées au niveau de la Figure 15.  
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Figure 15. Principe de la méthode d’adsorption des molécules actives  

2. 9. 3. Préparation des inoculas de bactérie test  

Un inoculum est réalisé sur gélose nutritive à partir d’une culture bactérienne de 24 

heures. La densité cellulaire de cet inoculum est ajustée par dilution dans de l’eau physiologique 

stérile et comparée avec la solution Mc Ferland, ce qui correspond à une concentration finale 

de 106 UFC/mL. 

2. 9. 4. Activité antibactérienne  
Le milieu Mueller-Hinton est distribué dans des boîtes de Pétri stériles de 9 cm de 

diamètre (15 mL). Ensuite, les disques imbibés de substances par capillarité sont prélevés à 

l’aide d’une pince stérile et sont déposés à la surface du milieu Muller-Hinton préalablement 

ensemencé par l’inoculum de la bactérie test (Figure 16). La même procédure est réalisée pour 

le disque de papier témoin qui a été déposé sur milieu agar-agar seul. Deux autres témoins sont 

ajoutés : un disque de papier stérile non traité, pour valider que l’activité antibactérienne n’est 

pas due au disque de papier et un disque d’antibiotique commercial (Céfoxitine (Fox) pour 

valider la résistance de la souche test Staphylococcus aureus résistante à la méticilline). 

Vide  
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Les boites de Pétri sont ensuite placées à 4 °C pendant quatre heures pour permettre 

une diffusion des substances actives, puis elles sont incubées à la température de 37 °C pendant 

24 heures.  

 

 

 

                                                         

  
 

 
 

Figure 16. Vérification de la méthode d’adsorption des molécules actives par les 

disques de papiers 

3. Résultats et discussions 

3. 1. Caractéristiques physicochimiques des échantillons 

Les investigations sont effectuées sur 9 échantillons d'eaux de mers collectés à partir 

de plusieurs stations situées sur la côte atlantique marocaine (Sidi Ifni, Agadir, Cap Ghir, 

Essaouira, Badouza, Oualidia et Sidi Bouzid). La stratégie d'échantillonnage réside dans la 

diversité des stations où ont été effectués les prélèvements afin d’améliorer le nombre 

d’actinobactéries prédatrices potentielles. Les 9 échantillons d'eaux de mers analysés ont 

présenté une salinité proche (Tableau 9). Les valeurs obtenues ont été proches de celles 

reportées par Khattabi (2005). La conductivité de nos échantillons varie entre 53,3 à                 

54,4 mS/cm sachant que la conductivité de l’eau de mer selon les données bibliographiques a 

été environ de 50 mS/cm. De plus, une salinité considérable de 35,1 mg/L et 35,8 mg/L a 

également été constatée et les 9 échantillons des eaux de mers analysées avaient une salinité 

Disque de papier déposé sur le 

milieu agar-agar seul 

Disque de papier qui a adsorbé la 

molécule 

Disque d’antibiotique Fox Disque de papier stérile non traité 

Staphylococcus aureus résistant à 

la méticilline 

Boite de Pétri avec Muller Hinton 
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proche. Finalement, les valeurs de pH des eaux de mers sont  comprises entre 7,5 et 8,26 (Chafik 

et al., 2001; Maanan, 2008), ce qui est le cas du pH de nos échantillons.  

Tableau 9. Paramètres physico-chimiques des échantillons analysés 

 

3. 2. Isolement et screening des actinobactéries prédatrices 

Dans la présente étude, nous présentons la première investigation menée pour 

confirmer que l’environnement oligotrophe, comme l'eau de mer, peut être une source 

prometteuse d‘actinobactéries prédatrices. De plus, leur isolement de l'habitat marin n'a pas 

encore été décrit. Ceci pourrait être lié au fait que les actinobactéries étaient traditionnellement 

considérés comme des compétiteurs plutôt que des prédateurs. 

Au total, une dizaine d’isolats prédateurs présentant des aspects morphologiques 

bactériens ont été isolés à partir de 9 échantillons des eaux de mers (Tableau 10). Après 14 à 

21 jours d’incubation à 28 °C, les bactéries prédatrices apparaissent sur le milieu d’isolement 

contenant l’agar-agar et les cellules lavées de la proie bactérienne à Gram positif M. luteus 

comme seule source de nutriments (Figure 17). L’apparition d’unités formant colonies (UFC) 

indique la présence d’au moins un prédateur. Pour avoir des cultures pures, les (UFC) ont été 

repiquées sur le même milieu d’isolement. Par la suite, les bactéries pures de morphologie 

filamenteuse caractéristiques des actinobactéries ont été reconnues par observations 

microscopique des boites avec l’objectif 10 et selon les directives de Projet International sur les 

Streptomyces (ISP). Du point de vue cinétique, l’apparition des filaments d’actinobactéries 

prédatrice de M. luteus commence après 72 à 96 h. Après purification, les isolats ont été 

Echantillons Localisation Conductivité 

(mS/cm) 

Salinité (g/L) pH 

1 Agadir 53.9 35.6 7.76 

2 Cap Ghir 54 35.6 7.84 

3 Essaouira 1 54.2 35.8 7.84 

4 Essaouira 2 53.4 35.1 7.99 

5 Badouza 54.2 35.8 7.92 

6 Oualidia 1 54.1 35.6 7.96 

7 Oualidia 2 54.1 35.7 8.08 

8 Sidi Bouzid 54.2 35.6 8 

9 Sidi Ifni 54 35.6 7.76 
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conservés sur le milieu Bennett en pente. Les résultats de l’isolement des actinobactéries sont 

présentés dans le Tableau 10. 

Au total, 142 isolats bactériens ont été isolés à partir de 9 stations, 4 isolats 

d’actinobactéries se sont avérés capables de croître en présence des cellules lavées de la proie 

bactérienne M. luteus comme seule source de nutriments présente dans le milieu de culture 

après 72 à 96 h d’incubation. Ceci suggère que les actinobactéries prédatrices sont des membres 

actifs dans l'environnement marin.  

Il est intéressant de noter que certaines actinobactéries, le genre Streptomyces, sont 

connues par le phénomène de « Mort Cellulaire Programmée » (Prorgrammed Cell death/PCD) 

(Beites et al., 2015; Tenconi et al., 2018; Yagüe et al., 2010). En effet, ce mode de suicide 

cellulaire s’active en réponse à des stress abiotiques et biotiques tels que l'épuisement des 

nutriments (Manteca et al., 2006). Par la suite, une partie du mycélium de substrat est sacrifiée, 

ce qui va conduire à la libération de nutriments dans le milieu, qui seront utilisés pour la 

formation des hyphes et des spores aériennes (Van der Meij et al., 2017). En revanche, en 

prédation, les actinobactéries n’ont pas manifesté une croissance dans le Témoin composé par 

l’agar-agar seul ce qui annule l’hypothèse de l’implication du phénomène de la Mort Cellulaire 

Programmée par nos isolats prédateurs.  

Dans la littérature, diverses bactéries sont réputées pour croître par lyse d'une variété 

de micro-organismes proies (Casida Jr, 1982; Sangkhobol and Skerman, 1981; Singh, 1947; 

Stolp and Petzold, 1962). Les bactéries prédatrices se retrouvent dans une grande variété 

d'habitats dont l'eau de mer (Jurkevitch, 2007; McBride and Zusman, 1996). 

Les résultats de la présente étude sont intéressants et encourageants car ils montrent 

que les actinobactéries prédatrices peuvent facilement être isolées par une méthodologie simple 

et les équipements d’un laboratoire de microbiologie classique. La mise une évidence directe 

est basée sur la définition standard de l’interaction de prédation et un savoir-faire dans 

compilation des exigences trophiques des microorganismes.   

Les résultats de notre expérience montrent que la meilleure méthode est celle où la 

proie est cultivée en masse avec de l'agar-agar et inondée d'eau de mer. En effet, un grand 

nombre de bactéries prédatrices ont été isolées par cette technique. L'absence de croissance des 

souches isolées sur agar-agar et leur croissance sur agar-agar en présence de M. luteus 

confirment la prédation (Figure 17). 
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             Tableau 10. Origine des isolats d’actinobactéries sélectionnés 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Echantillons Nombre de 

bactéries 

prédatrices 

Nombre 

d’actinobactéries 

prédatrices 

 

Méthode 

d’isolement 

Code 

1 23 2 Masse 

Nappe 

EMM111 

EMM112 

2 12 1 Nappe EMM115 

3 17 1 Nappe EMM116 

4 6 1 Nappe EMM117 

5 11 0 - - 

6 5 1 Nappe EMM118 

7 18 1 Nappe EMM119 

8 30 1 Masse EMM183 

9 20 1 Masse EMM194 
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Figure 17. Etapes d'isolement des actinobactéries prédatrices. (a) Absence de 

croissance de M. luteus sur agar- agar (b) Absence de croissance sur agar-agar inoculé par 

l’échantillon (c) Croissance de M. luteus sur agar-agar (a) Inondé par le bouillon nutritif. (d) 

Croissance des potentiels prédateurs capables d’utiliser M. luteus comme proie 

3. 3. Spectre d’activité de prédation des isolats sélectionnés vis-à-vis différentes proies et 

activité antibactérienne sur milieu de production riche (Bennett) 

Le spectre d’activité de prédation des quatre isolats sélectionnés ainsi que l’activité 

antibactérienne sur milieu riche Bennett ont été testés sur 5 bactéries : M. luteus (ATCC381), 

S. aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC 8739), SARM (NCTC 12493) et E. coli résistante 

(ATCC 35218). En ce qui concerne l’activité de prédation, les 4 isolats ont montré une aptitude 

à croître sur les 5 proies candidates après 7 jours d’incubation. Les souches multirésistantes 

sont sensibles à la prédation (Tableau 11). Contrairement à l’activité antibactérienne sur milieu 

riche qui a montré que les 4 isolats ont un effet significatif sur au moins une des bactéries-tests 

(Figures 18 et 19, Tableau 11), l’isolat EMM112 présente la meilleure activité antibactérienne 

sur milieu Bennett contre les bactéries Gram-positive et Gram- négative. Le maximum de la 

zone d'inhibition de l’isolat EMM112 a été enregistré contre M. luteus. De plus, EMM111 a un 

effet significatif contre les bactéries à Gram positif S. aureus, SARM et M. luteus, EMM183 a 

par ailleurs montré une activité antagoniste significative contre SA et SARM. Cependant, 

EEM194 a montré une seule activité antibactérienne significative contre E. coli. L'isolat le plus 

prometteur du fait de l’activité antibactérienne sur milieu Bennett contre le SARM est l'isolat 

EMM112.  

Prédateur UFC 

 

Predator 

CFU 

 

            M. luteus 

Proie                                    
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63 
 

L’étude du spectre de l’activité de prédation a été adoptée pour mieux évaluer la 

capacité de prédation des isolats vis-à-vis les bactéries Gram positive et négative étudiées. En 

effet, du point de vue production des antimicrobiens, le pourcentage de souches 

d’actinobactéries actives vis-à-vis des bactéries Gram positive est largement supérieur à celui 

des souches actives vis-à-vis des bactéries à Gram négatif (Anibou, 2008; Ouchari, 2019). Parmi 

les hypothèses plausibles, les bactéries à Gram négatif possèdent les lipo-polysaccharides qui 

bloquent certains antibiotiques (Cwala et al., 2011; Ouchari, 2019). En revanche par prédation, 

il est clair d'après nos résultats que la structure de la paroi cellulaire de la proie n’est pas un 

facteur dominant dans la sensibilité de la proie aux actinobactéries prédatrices. Un résultat 

similaire a été rapporté pour d'autres bactéries prédatrices (Banning, 2010). Il est probable que 

les deux activités ont des rôles écologiques spécifiques et des métabolites différents sécrétés 

par le microorganisme prédateur. En effet, il est connu que la production des antibiotiques varie 

en fonction de la composition du milieu de culture (Hoshino et al., 2019; Pettit, 2009; Ueda and 

Beppu, 2017).  Cette méthodologie, appelée l'approche "OSMAC" «Une souche de nombreux 

composés» (One Strain-Many Compounds), permet d'améliorer la production des composés 

bioactifs par la même souche de microorganisme en faisant varier les conditions de culture 

(Bode et al., 2002).  Les actinobactéries sont également connues pour leur capacité à produire 

de différents composés bioactifs via l’application de cette approche qui consiste à tester 

différentes conditions de croissance (composition du milieu, température, salinité, oxygénation, 

pH, co-culture, changement du régime alimentaire, …) sur une même souche (Rateb et al., 

2018; Romano et al., 2018; Saleem et al., 2009). De ce fait, l’utilisation des constituants 

cellulaires d’une proie comme nutriment constitue un régime alimentaire particulier qui fait 

partie de la stratégie OSMAC. 

Les quatre actinobactéries isolées se sont également avérées des prédateurs facultatifs, 

elles sont capables de se développer en l'absence de proies sur une variété de milieux riches, ce 

qui explique le faible nombre d'actinobactéries prédatrices découvertes jusqu'à présent 

comparativement aux autres bactéries antagonistes. Ce résultat prouve que l'approche classique 

utilisée pour l'isolement des actinobactéries ne permet pas de détecter l'activité prédatrice. 

L'observation microscopique (Figure 20) suggère que la stratégie utilisée par les 

actinobactéries prédatrices pour attaquer leurs proies est la chasse collective ou appelée aussi 

Wolfpack. Dans ce type de prédation, les prédateurs agissent en groupe et sécrètent en commun 

une variété de composés diffusibles comme les enzymes hydrolytiques et les antibiotiques 

extracellulaires qui dégradent et tuent les bactéries voisines (Korp et al., 2016). La stratégie de 
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Wolfpack consiste à lyser les cellules proies de l'extérieur par des molécules très concertées 

(Martin, 2002). En outre, l’augmentation de la densité des cellules prédatrices suggère 

l’augmentation de sécrétion des composés diffusibles (Keane et Berleman, 2016). 

Dans notre étude, nous ne pouvons pas visualiser clairement la stratégie de Wolfpack 

puisque le prédateur et la proie sont proches l'un de l'autre, la prédation par mécanisme 

épibiotique reste la plus probable. Un objectif grossissant 100x aiderait à bien visualiser s'il 

s'agit d'un wolfpack. De plus, l'imagerie au Microscopie électronique à balayage (SEM) ou 

Microscopie Electronique à Transmission (TEM) est nécessaire pour voir si la prédation dans 

notre cas exige le contact entre le prédateur et la proie. 

Tableau 11. L’activité de prédation et antibactérienne des isolats sélectionnés vis-à-
vis des différentes bactéries 

 

 

Activité de prédation Activité antibactérienne sur Bennett 

  Bactérie 

 

 

Prédateur 

 M. 

luteus 

ATCC

381  

S. aureus 

ATCC 

25923 

E. coli 

ATCC 

8739 

SARM 

NCTC 

12493 

E. coli 

résistante 

ATCC 

35218 

 M. 

luteus 

ATCC

381  

S. aureus 

ATCC 

25923 

E. coli 

ATCC 

8739 

SARM 

NCTC 

12493 

E. coli 

résistante 

ATCC 

35218 

EMM111 + + + + + + + - + - 

EMM112 + + + + + + + + + + 

EMM183 + + + + + - + - + - 

EMM194 + + + + + - - + - - 

+ = Présence d’activité / - = Absence d’activité  
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Figure 18. Action antibactérienne des 4 isolats d’actinobactéries vis-à-vis des 4 

bactéries sur milieu Bennett. Chaque valeur représente la moyenne ± écart-type de trois 

répétitions 

 ***P < 0,001 indique les différences significatives par rapport au témoin cylindre 

d’agar du milieu de Bennett 

.  

Figure 19. Mise en évidence de l’activité antibactérienne contre la souche S. aureus 

résistante à la Méticilline (SARM) 
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Figure 20. Stratégie de prédation utilisée par l'isolat EMM111 contre M. luteus. (a) 

Reconnaissance de la proie. (b) et (c) Actinobactérie prédatrice chassant la proie en Wolfpack 

(d) Elimination totale de la proie après 15 jours (Grossissement × 400) 

3. 4. Diffusion et confirmation de l’implication des antibactériens dans la prédation 

Les résultats de cette expérience sont consignés dans le Tableau 12 et la Figure 21. 

Après 24 h, les boites ensemencées à partir de l’extrémité du dépôt du prédateur montrent que 

l’abondance des colonies de la proie augmente en s’éloignant du centre de la boite Pétri où il y 

a l’isolat prédateur (Figure 21.b). En ce qui concerne les boites ensemencées après 48 h 

d’incubation, la charge non seulement décroit en allant du centre de la boite vers l’extrémité 

mais il y a une zone claire autour de la colonie du prédateur visible à l’œil nu (Figure 21.c). De 

plus, les zones (1 et 2) qui sont près du prédateur n’ont pas manifesté une croissance après         

48 h. Ces résultats montrent que le prédateur a tué la proie. Ce qui suggère l’implication des 

substances diffusibles par les isolats prédateurs dans l’activité prédatrice. 

  Les disques imbibés de substances par capillarité (Figure 22) ont montré qu’il y a une 

activité antibactérienne, ce qui prouve que les disques sont imbibés de substances bioactives. 

Les disques témoins (disque de papier déposé sur le milieu seul et disque de papier stérile non 

traité) n’ont aucun effet sur la bactérie test, ce qui montre que l’activité antibactérienne est liée 

aux substances imbibées par capillarité durant la prédation.  

Prédateurs 

 

Predator CFU 

 

Proies 
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Dans des travaux similaires et comparatifs (Berleman and Kirby, 2009; Kumbhar et 

al., 2014; Muñoz-Dorado et al., 2016; Reichenbach and Höfle, 1993), ont confirmé 

l’implication des enzymes lytiques et de petites molécules bioactives par les bactéries 

prédatrices notamment par le genre Streptomyces.  

 

Figure 21. Implication des substances diffusibles au cours de la prédation  

(a) Croissance de l’actinobactérie prédatrice en présence des cellules de la proie lavée 

Micrococcus luteus comme seule source de nutriment dans le milieu. (b) Abondance da la 

proie après 24 h. (c) Abondance da la proie après 48 h 

 

 

Figure 22. Activité antibactérienne de l’isolat EMM111 contre la souche Staphylococcus 

aureus résistante à la méticilline  
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Tableau 12. Croissance de la proie en fonction de la distance du prédateur 

 24 h 48 h 

Proie Prédateur d1 d2 d3 d4 d5 d6 d7 d1 d2 d3 d4 d5 d6 d7 

M
.  

lu
te

us
 

(A
TC

C
38

1)
 

 

EMM111 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - - + ++ +++ +++ +++ 

EMM112 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

EMM183 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

EMM194 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

S.
 a

ur
eu

s 

(A
TC

C
 2

59
23

) EMM111 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - - + ++ +++ +++ +++ 

EMM112 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

EMM183 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

EMM194 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

E
. c

ol
i 

(A
TC

C
 8

73
9)

 EMM111 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - - + ++ +++ +++ +++ 

EMM112 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

EMM183 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

EMM194 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

  S
A

R
M

 

(N
C

T
C

 1
24

93
) EMM111 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - - + ++ +++ +++ +++ 

EMM112 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

EMM183 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

EMM194 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

E
.  

co
li 

ré
si

st
an

te
 

(A
TC

C
 3

52
18

) EMM111 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - - + ++ +++ +++ +++ 

EMM112 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

EMM183 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

EMM194 ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ - + ++ +++ +++ +++ +++ 

 (++ +) : Abondant, (++) : Moyennement abondant. (+) : Faible et (-) : Absence  

4.  Conclusion 

Dans le but de mettre en évidence la présence des actinobactéries prédatrices dans 

l’eau de mer et de sélectionner des isolats à activité de prédation vis-à-vis les bactéries 

pharmaco-résistantes, 142 bactéries prédatrices ont été isolées à partir de différents habitats 

marins marocains. Parmi celles-ci, 4 actinobactéries se sont avérées capables de croître en 

présence de cellules lavées de M. luteus comme seule source de nutriments. L’isolement et la 

purification des souches ont été réalisés sur des milieux spécifiques pour les actinobactéries 

prédatrices. 
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Au cours de ce chapitre, le spectre de l’activité de prédation et l’activité 

antibactérienne sur milieu riche Bennett des 4 isolats prédateurs a été testé. Les 4 isolats ont 

manifesté une activité de prédation vis-à-vis des 5 souches testées y compris les bactéries 

multirésistantes. L’activité antibactérienne a montré que les 4 isolats sont actifs sur au moins 

une des bactéries-tests. Par conséquent, il est probable que les deux activités ont des rôles 

écologiques spécifiques et sont liées à des métabolites différents sécrétés par le microorganisme 

prédateur. 

De même, nous avons remarqué que la croissance des 4 isolats prédateurs sélectionnés 

est concomitante à la diffusion de la ou des substances bactéricides. Ces prédateurs sont 

impliqués dans la mort des proies testées. L’identification de quatre isolats d’actinobactéries 

est très importante pour la suite de notre étude. Elle fera l’objet du chapitre suivant. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre III 

 

Caractérisation taxonomique des isolats prédateurs sélectionnés 
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1. Introduction 

Les actinobactéries sont des bactéries filamenteuses à Gram positif dont la teneur 

d’ADN en Guanosine et Cytosine (G+C) est très  élevée (72-75 %) (Ait Barka et al., 2016; 

Heuer et al., 1997). Pendant longtemps, leur classification a été fondée sur des critères 

morphologiques et chimiques. Cependant, avec la prolifération des espèces, il a été constaté 

que ces méthodes sont insuffisantes et peu décisives pour différencier les organismes proches 

ou pour la détermination d’un groupement rationnel des genres au sein du groupe (Loqman, 

2009). 

Plus récemment, la classification morphologique et chimique des actinobactéries a été 

renforcée par la taxonomie moléculaire, obtenue grâce aux progrès rapides du séquençage du 

génome (Aitbarka et al., 2016). Cette nouvelle approche appelée polyphasique a permis de 

classer certains organismes qui n'ont pas été placés de façon appropriée dans certains groupes 

taxonomiques (Zhi et al., 2009). Actuellement, une nouvelle espèce ne peut être revendiquée 

sans une analyse génétique basée sur l’amplification du gène de séquences l’ARNr 16S par 

PCR.  

Ainsi, l’objectif de ce chapitre est l’identification des isolats d’actinobactéries 

prédateurs sélectionnés par des techniques physiologiques et moléculaires. Il est aussi important 

de signaler que cette étape d’identification va nous permettre d’une part de retirer les souches 

pathogènes et d’autre part d’avoir une idée sur l’originalité des isolats et sur les molécules 

impliquées dans l’activité de prédation observée. Autrement dit, les souches sélectionnées sont-

elles de nouvelles espèces d’actinobactéries ou des espèces connues prédatrices ? 

La classification des souches a été réalisée en deux étapes. L’étape numérique porte 

sur les caractéristiques morphologiques, culturales et physiologiques des actinobactéries 

prédatrices. La deuxième étape est basée sur leurs caractéristiques moléculaires.  
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2. Matériel et méthodes 

2. 1. Préparation des inocula d’actinobactéries 

2. 1. 1. Inoculum général 

Les isolats d’actinobactéries pures sont ensemencés sur le milieu Bennett gélosé. 

Après 7 jours d’incubation à 28 °C, une suspension dense de fragments mycéliens et de spores 

est préparée en eau physiologique stérile. Cet inoculum sert à l’ensemencement des différents 

milieux de culture sauf le milieu ISP9 (ISP= International Streptomyces Project). 

2. 1. 2. Inoculum lavé 

Des erlenmeyers de 100 mL contenant 25 mL de milieu Bennett liquide sont 

ensemencées par 1 % d’inoculum général, puis elles sont incubées pendant 48 h à 28 °C sous 

agitation. Ces cultures sont centrifugées stérilement à 4500 g pendant 10 min. Les surnageants 

sont écartés et les culots sont lavés trois fois par l’eau distillée stérile et repris dans 25 mL d’eau 

distillée stérile. Ces suspensions sont ensemencées dans le milieu ISP9 qui permettra d’étudier 

l’utilisation des différents substrats carbonés par les isolats. 

2. 2. Micromorphologie 

2. 2. 1. Culture sur lamelle 

Une lamelle stérile est insérée soigneusement dans le milieu Bennett solide de façon à 

former un angle de 45 °C avec celui-ci (Figure 23), une goutte d’une suspension 

d’actinobactérie est déposée contre la lamelle en contact avec le milieu nutritif  (Williams and 

Cross, 1971).  

Après une semaine d’incubation à 28 °C, la lamelle est retirée délicatement du milieu 

gélosé en entraînant le mycélium aérien. Elle est déposée sur une lame et examinée au 

microscope optique et au microscope électronique à balayage (MEB) à différents 

grossissements. Les observations sont réalisées pour étudier la pigmentation des mycéliums 

aériens, des spores (position, ajustement et forme des spores) et des mycéliums de substrats. 

 

 

 

 

 Figure 23. Schéma présentant la culture sur lamelle (Ouchari, 2019) 
Milieu gélosé 

Lamelle insérée avec angle de 45°C 

Suspension bactérienne 



 

72 

 

2. 2. 2. Culture sur lame 

Dans une boite de Pétri, une lame stérile est déposée sur un support de vert. Par la 

suite, 2 mL de milieu Bennett gélosé en surfusion (45 °C) est coulé sur la lame. Après la 

solidification du milieu de culture, deux à cinq gouttes du même milieu sont coulées sur la lame 

pour former deux rails surélevés, disposés dans le sens de la largeur de la lame. Une goutte de 

la suspension d’actinobactérie est placée entre les deux rails de sorte que l’inoculum entre en 

contact avec elle (Figure 24).  

Finalement, 4 mL d’eau stérile sont déposés au fond de la boite de Pétri pour empêcher 

le dessèchement rapide du milieu de culture. Après 14 jours d’incubation à 28 °C, les spores et 

les mycéliums aériens sont observés par microscope optique (Ouhdouch, 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24. Schéma présentant la culture sur lame (Anibou, 2008) 

2. 3. Etude des caractéristiques culturales des isolats d’actinobactéries sur milieux ISP 

Les caractéristiques morphologiques et culturales des isolats d’actinobactéries 

prédateurs sont étudiées par l’ensemencement de ces dernières dans les différents milieux de 

culture : extrait de levure-tryptone-agar (ISP1), extrait de levure-tryptone-agar (ISP2), farine 

d’avoine-agar (ISP3), sels inorganique-amidon-agar (ISP4) et glycérol-asparagine-agar (ISP5) 

(Shirling and Gottlieb, 1966). Après 14 jours d’incubation en boites à 28 °C, plusieurs 

caractéristiques sont observées à savoir : la couleur du mycélium aérien et du substrat, la 

présence ou l’absence de sporulation, la production des pigments. 

Inoculum Lamelle 
Gélose nutritive 

Rails Support de vert 

Lame 
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2. 4. Utilisation des glucides 

L’inoculum lavé des isolats d’actinobactéries est ensemencé par stries sur milieu ISP9  

avec trois répétitions pour chaque glucides (Shirling and Gottlieb, 1966). Des solutions de ces 

sources de carbone (saccharose, galactose, lactose, mannose, mannitol, sorbitol, arabinose, 

fructose, dextrine et maltose) sont stérilisées par filtration sur membrane Millipore (0,45 μm). 

Les solutions sont ensuite, ajoutées au milieu de base ISP9.  

La lecture des résultats est réalisée après 14 jours et comparée aux témoins positifs en 

présence de 1 % de glucose et négatif sans source de carbone. 

2. 5. Production de pigments mélanoïdes 

La mise en évidence de la production des pigments mélanoïdes (pigments bruns 

diffusibles) est examinée par culture des isolats d’actinobactéries sur les milieux ISP 6 et ISP7. 

La lecture des résultats est réalisée après 7 jours d’incubation par comparaison avec les milieux 

témoins non ensemencés, mais incubés dans les mêmes conditions. 

2. 6. Détermination du type de l’acide diamino-2-6-pimélique (DAP) de la paroi cellulaire 

La forme LL, méso ou hydroxylée de l’acide diamino-2-6-pimélique (DAP) pariétal, 

est étudiée à partir de l’hydrolysât des cellules d’actinobactéries prédatrices obtenu après 

traitement par HCL (6 N) à 110 °C pendant 6 h. 

 L’hydrolysât est séché sous vide puis suspendu dans 1 mL d’eau distillée et centrifugé 

pour écarter les débris. Ensuite, 15 mL d’hydrolysat, ainsi qu’un échantillon de 10 mL d’un 

mélange d’isomères méso, LL et DD de DAP sont chromatographiés sur couche mince de 

cellulose en utilisant un éluant composé de méthanol-eau distillée-HCl (6N)-pyridine (40 :13 

:2 :5 : V/V/V/V). 

Deux migrations de 10 cm dans la même direction sont effectuées. Le 

chromatogramme est séché à la température ambiante et révélé par pulvérisation d’une solution 

acétonique à 0,3 % de ninhydrine et chauffé à 110 °C pendant 5 min (Breton and Theilleux, 

1989; Hasegawa et al., 1983). Les différentes formes de DAP se caractérisent par des tâches, la 

forme LL migre en avant des deux autres formes. 

2. 7. Utilisation des acides aminés 

Le milieu utilisé est l'ISP 9 additionné d’1 g/L d'acide aminé. Les acides aminés testés 

sont : arginine, méthionine, tyrosine, tryptophane, asparagine, leucine, phénylamine, alanine et 

l’acide aspartique.  



 

74 

Avant l’ensemencement, les suspensions des isolats testés ont subi le lavage effectué 

au niveau du test d’utilisation des glucides.  

La lecture des résultats est réalisée après 14 jours d’incubation à 30 °C. La 

comparaison de la croissance des actinomycètes en présence et en l’absence des acides aminés 

a été utilisée comme critère. 

2. 8. Hydrolyse du Tween 80 

La mise en évidence de l’hydrolyse du Tween 80 est examinée par la culture des isolats 

d’actinobactéries sur milieu de Sierra (Sierra, 1957). 

La lecture des résultats est réalisée après 7 jours d’incubation à 28 °C.  L’hydrolyse du 

tween 80 se manifeste par l’apparition d’une auréole opaque autour des colonies (Delmotte, 

1958).  

2. 9. Dégradation de l’amidon 

La dégradation de l'amidon par les isolats d’actinobactéries est observée sur milieu 

contenant 10 g d'amidon mélangé avec 100 mL de gélose nutritive (Gordon and Mihm, 1957). 

La lecture des résultats est réalisée après 7 jours d’incubation à 28 °C, le milieu est 

recouvert d’une solution de lugol, les zones contenant de l’amidon se colorent en brun. Les 

zones claires autour des colonies indiquent l’hydrolyse de l’amidon. 

2. 10. Dégradation de la caséine du lait 

La mise en évidence de la dégradation de la caséine du lait est observée sur un milieu 

composé par 10 g de lait écrémé dissout dans 100 mL d’eau distillée (pH 7,5), puis stérilisé par 

autoclavage. 10 mL d’eau distillée contenant 3,6 g d’agar-agar sont parallèlement autoclavés. 

Ces deux solutions sont mélangées aseptiquement puis coulées en boites de Pétri (Gordon et 

al., 1974).  

La lecture des résultats est réalisée après 7 jours d’incubation à 28 °C. Ainsi, la 

dégradation de la caséine du lait se traduit par l’apparition d’une auréole claire autour des 

colonies. 

2. 11. Dégradation de la chitine 

La mise en évidence de l’activité chitinolytique consiste en l’ensemencement des 

isolats d’actinobactéries par strie sur milieu chitine-agar (Annexe 1) (Hsu and Lockwood, 

1975).  
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La lecture des résultats est réalisée après 10 jours d’incubation à 28 °C. L’apparition 

d’une zone claire autour des colonies révèle une activité positive.  

2. 12. Croissance à différentes températures 

Les isolats d'actinobactéries sont ensemencés sur milieu solide Bennett. Les boites sont 

incubées pendant 7 jours à sept différentes températures (4 °C, 15 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C,       

45 °C et 50 °C).  

La lecture des résultats a été effectuée après 7 jours d’incubation par comparaison avec 

le témoin, cultivé à 28 °C (Smaoui, 2010). 

2. 13. Croissance à différents pH 

La croissance des isolats d’actinobactéries a été étudiée sur milieu solide Bennett 

préparé à différents pH : 5, 7, 9 et 10. La croissance des actinobactéries est observée après 7 

jours d’incubation. 

2. 14. Croissance sur le milieu Bennett à différentes concentrations en NaCl 

Les isolats d'actinobactéries sont ensemencés sur milieu solide Bennett additionné de 

NaCL pour obtenir les concentrations suivantes : 5 %, 8 %, 11 %, 15 % et 20 %. La croissance 

des actinobactéries est observée après 7 jours d’incubation. 

2. 15. Identification moléculaire des isolats d'actinobactéries prédatrices 

L’identification génétique des actinobactéries est basée sur le séquençage partiel ou 

total de l’ARN et/ou l’ADN ribosomaux (Ludwig et al., 2012). Le séquençage de l’ADN 16S 

est choisi car chaque espèce contient dans son matériel génétique des zones spécifiques et 

uniques qui la caractérisent, ce qui va permettre une taxonomie plus précise des isolats 

d’actinobactéries au niveau intragénétique. 

2. 15. 1. Extraction de l’ADN 

Des erlenmeyers de 500 mL contenant 100 mL de milieu de culture Bennett ont été 

inoculées avec les 4 isolats d'actinobactéries prédatrices. Les erlenmeyers sont agitées à 28 °C 

pendant 4 jours.  

La culture est centrifugée à 8000 g pendant 10 min. La biomasse obtenue est lavée à 

deux reprises par l’eau bidistillée stérile. Une extraction de l'ADN de 200 mg de la biomasse 

est ensuite réalisée (Hopwood, 1985). Le culot est incubé successivement à 37 °C en présence 
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de 200 µL de lysosyme (5 mg/mL) et 200 µl de pronase (0,5 g/mL) puis à 55 °C en présence 

de 100 µL de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 1 %. 

Après extractions successives avec du phénol, un mélange phénol /chloroforme, du 

chloroforme puis traitement avec de la RNase (40 µg/mL), l'ADN résultant est précipité avec 

de l'éthanol à 95 %, lavé avec de l'éthanol à 70 % et centrifugé à 1300 g pendant 5 min. Le culot 

obtenu est séché puis mis en suspension dans 100 à 150 µL d’éthylène diamine tétraacétique 

(EDTA) stérile et maintenu à -20 °C jusqu'à utilisation. 

2. 15. 2. Electrophorèse sur gel d’agarose 

Après extraction, les fragments d'ADN sont séparés sur gel d'agarose (0,8 à 1 %) dans 

du tampon bromure d’éthydium (TBE) en fonction de leur taille. La migration se fait dans un 

champ électrique de voltage constant. 

2. 15. 3. Amplification d’ARNr 16S des actinobactéries  

L’amplification de l’ADN est réalisée par la technique PCR (Polymérase Chain 

Reaction). Cette méthode consiste à employer deux amorces oligonucléotidiques : 27F (5’-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) et le 1492R (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT3’) 

complémentaires à des séquences spécifiques existants sur chacun des deux brins d’une 

molécule d’ADN (Lane, 1991). Les amorces et l'ADN sont dénaturés, hybridés et ensuite la 

synthèse de l'ADN est réalisée en utilisant l’ADN polymérase. Seul l'ADN se trouvant entre les 

deux amorces va être amplifié. 

L’amplification est réalisée avec un thermocycleur en employant 50 μL du mélange 

réactionnel suivant : 1,5 U de la Taq polymérase, 10 μL du tampon d’amplification 5 fois 

concentré, 2,5 mM de chaque dNTP, 1 μM de chaque amorce et 100 ng d’ADN obtenu. Les 

conditions de PCR adoptées sont : 3 min à 98 °C, 30 cycles pendant 1 min à 94 °C, 1 min à     

53 °C et 5 min à 72 °C. Ces trois dernières conditions sont effectuées pendant 35 cycles puis 

l’incubation est faite à 72 °C pendant 5 min. 

La migration électrophorétique en gel d'agarose à 0,8 % (p/v) est menée dans le but de 

valider la taille du fragment de gène à amplifier, puis colorée au bromure d'éthidium. 

Le séquençage du produit PCR obtenu est réalisé par Macrogen (Seoul, Korea). Les 

séquences obtenues sont comparées avec celles existantes dans la base de données en utilisant 

le programme ‘NCBI Blast’' disponible sur le site Web de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. 
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3. Résultats et discussions 

3. 1. Etude morphologique des isolats d’actinobactéries prédateurs sélectionnés 

3. 1. 1. Microscope optique 

Après croissance des quatre isolats d’actinobactéries prédatrices pendant une semaine 

sur milieu Bennett, les lames et lamelles sont observées au microscope optique (× 400). 

L’observation microscopique des mycéliums aériens montre une différence entre les quatre 

isolats à savoir la couleur du mycélium de substrat, la forme de la cellule et la morphologie des 

hyphes. Les quatre isolats ont un mycélium du substrat non fragmenté. En ce qui concerne la 

morphologie des hyphes des isolats, EMM111, EMM112 et EMM183 ont des hyphes 

dispersés de type (Freely dispersed) et de type agrégat (aggregate) pour EMM149 (Figure 25).  

Les isolats EMM111, EMM183 et EMM149 ont un mycélium aérien abondant alors que chez 

l’isolat EMM112, ce dernier est moins développé. 

 

Figure 25. Aspect microscopique des colonies des isolats  

(a) EMM111. (b) EMM112. (c) EMM183. (d) EMM149 après développement de 21 
jours sur milieu Bennett (Vues au microscope optique x 400) 

3. 1. 2. Microscope électronique 

L’observation au microscope électronique (MEB) des cultures des quatre souches 

d’actinobactéries a été réalisée après développement sur lamelles. La morphologie du mycélium 

aérien, mycélium du substrat, la chaîne des spores et la morphologie des spores, ont été 

observées après croissance de 14 jours. 
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Les 4 isolats produisent un mycélium du substrat non fragmenté surmonté par un 

mycélium aérien où l’on note la présence de chaînes de spores de type polyspora, rectiflexible, 

se regroupant par leurs extrémités (Figure 26, 27, 28 et 29). Les spores sont à surface lisse. 

Les spores représentent un critère fondamental dans la taxonomie des actinobactéries. 

La présence de spores, leur nombre, leur forme, leur mobilité, l’aspect de leur surface (lisse ou 

rugueux), leur position sur les hyphes, la présence de sporanges, de sclérotes, ou de synnémata, 

sont des critères importants de la classification morphologique des actinobactéries (Schofield 

and Schaal, 1981; Shirling and Gottlieb, 1966).  

Chez les Streptomycètes, les spores surmontent le mycélium aérien. Les chaînes de 

spores du genre Streptomyces sont soit droites (type Rectis), sinuées (type Rectiflexibilis) ou 

spirales (type spirales) (Anibou, 2008) . Ce qui suggère l’appartenance des 4 isolats au genre 

Streptomyces.  

   

 

Figure 26. Observation des spores, du mycélium aérien et du substrat de l’isolat EMM111    

(a × 2000, b × 10000, c × 20000) 

a b 

c 
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Figure 27. Observation des spores, du mycélium aérien et du substrat de l’isolat EMM112      

(a × 2000, b × 50000) 

  

Figure 28. Observation des spores, du mycélium aérien et du substrat de l’isolat 

EMM183 (a × 1000, b × 10,000) 

 

 

 

a b 

a b 
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Figure 29. Observation des spores, du mycélium aérien et du substrat de l’isolat 

EMM194 (a × 5000, b × 10000, c × 26,000) 

3. 2. Caractéristiques culturales des souches d’actinobactéries prédatrices 

Les caractéristiques phénotypiques et culturales des 4 isolats d’actinobactéries 

prédatrices ont été examinées conformément aux recommandations du Projet international 

Streptomyces (ISP) (Shirling and Gottlieb, 1966). Les caractéristiques révélées des quatre 

isolats telles que la croissance, la couleur du mycélium aérien et celui du substrat, la formation 

des spores, ainsi que la présence de pigments mélanoïdes dans la gélose sont reportés dans le 

Tableau 13. Ces caractéristiques fournissent une indication sur le genre d’actinobactérie 

(Ludwig et al., 2012).  

Les résultats ainsi obtenus montrent que les quatre isolats ont pu croître sur tous les 

milieux recommandés utilisés.  Les isolats EMM111, EMM183 et EMM149 ont formé un 

b a 

c 
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mycélium aérien abondant sur tous les milieux. Pour l’isolat EMM112, la sporulation et le 

mycélium aérien sont très abondants sur le milieu Bennett. L’isolat EMM111 produits des 

pigments diffusibles dans tous les milieux sauf l’ISP6 et Bennett. L’isolat EMM183 produit un 

seul pigment dans le milieu ISP2 et l’isolat EMM194 produit aussi un seul pigment (marron) 

dans le milieu ISP3. Cependant, EMM112 ne présente aucun pigment diffusible sur tous les 

milieux de culture utilisés. 

L’isolat EMM111 est capable de former des mycélia aériens et des mycélia de 

substrats de couleurs variées (gris, blanc, bleu, beige et violet) selon le milieu de culture utilisé, 

alors que les autres isolats montrent moins de diversité. 

 Le mycélium aérien de l’isolat EMM112 est de couleur orange sur le milieu ISP2 et 

Bennett tandis qu’il est gris pour les autres milieux utilisés. Le mycélium de substrat est noir 

sur tous les milieux sauf le milieu ISP2 sur lequel il est marron. 

 L’isolat EMM183 présente une couleur blanche du mycélium aérien et du mycélium 

de substrat pour la plupart des milieux utilisés. Sur le milieu ISP7, les deux mycéliums sont de 

couleur rose. Le mycélium aérien est de couleur verte sur le milieu Bennett.  

Pour l’isolat EMM194, la couleur du mycélium aérien et du mycélium de substrat varie 

entre le blanc et le jaune dans presque tous les milieux utilisés. Sur les milieux ISP1 et ISP3, le 

mycélium de substrat est de couleur vert alors que sur le milieu ISP7 il est marron. 

L’ensemble de ces caractéristiques culturales montrent que les quatre isolats 

d’actinobactéries prédatrices EMM111, EMM112, EMM183 et EMM149 sont différents. Ils 

présentent en particulier des différences de coloration des mycéliums et de production de 

pigments.  
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Tableau 13. Caractéristiques culturales et présence de pigment mélanoïde des isolats 

d’actinobactéries sélectionnés 

 EMM111 EMM112 EMM183 EMM149 

Croissance 
 

ISP1 +++ ++ +++ +++ 

ISP2 +++ + +++ +++ 

ISP3 +++ + +++ +++ 

ISP4 +++ + +++ +++ 

ISP5 +++ + +++ ++ 

ISP6 +++ + +++ ++ 

ISP7 +++ + +++ ++ 

Bennett +++ +++ +++ +++ 

Mycélium aérien  
 

ISP1 Beige Gris Blanc Jaune  

ISP2 Beige Orange Blanc Blanc 

ISP3 Beige Gris Blanc Jaune 

ISP4 Beige Gris Blanc Jaune 

ISP5 Beige Gris Blanc Blanc 

ISP6 Beige Gris Blanc Blanc 

ISP7 Beige Gris Rose Blanc 

Bennett Gris Orange Vert Blanc 

Mycélium du substrat  
 

ISP1 Blanc Noir Blanc Vert 

ISP2 Blanc Marron Beige Blanc 

ISP3 Gris Noir Blanc Vert 

ISP4 Blue Noir Blanc Blanc 

ISP5 Violet Noir Blanc Blanc 

ISP6 Beige Noir Blanc Blanc 

ISP7 Blanc Noir Rose Marron 

Bennett Blanc Noir Blanc Blanc 

Pigmentation 
 

ISP1 Bleu claire Absence Absence Absence 

ISP2 Orange Absence Marron jaunâtre Absence 

ISP3 Marron Absence Absence Marron 

ISP4 Violet Absence Absence Absence 
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ISP5 Gris Absence Absence Absence 

ISP6 Absence Absence Absence Absence 

ISP7 Absence Absence Absence Absence 

Bennett Absence Absence Absence Absence 

Sporulation 
 

ISP1 ++ + ++ +++ 

ISP2 +++ + +++ +++ 

ISP3 +++ + +++ +++ 

ISP4 +++ + +++ +++ 

ISP5 +++ + +++ ++ 

ISP6 ++ + +++ ++ 

ISP7 +++ + +++ ++ 

Bennett +++ +++ +++ +++ 

 

(++ +) : Abondant, (++) : Moyennement abondant. (+) : Faible  
 

3. 3. Caractéristiques physiologiques et production de pigment mélanoïde des isolats 

d’actinobactéries sélectionnés 

Les caractéristiques physiologiques des quatre isolats EMM111, EMM112, EMM183 

et EMM149 sont illustrées dans le Tableau 14. Les résultats obtenus montrent que les isolats 

EMM111, EMM183 ont utilisé tous les glucides testés. L’isolat EMM112 assimile 9 substrats 

carbonés : fructose, glucose, mannitol, arabinose et faiblement galactose, lactose, mannose, 

dextrine et maltose. L’isolat EMM149 assimile tous les glucides testés à l’exception du fructose 

et mannose.  

Les 4 isolats ensemencés sur les deux milieux ISP6 et ISP7 (Tableau 13) n’ont produit 

aucun pigment mélanoïde. Ces pigments sont des produits de la transformation de la tyrosine 

en DOPA-mélanine, responsable de la couleur. Ils possèdent des propriétés radioprotectrices, 

antioxydantes et peuvent protéger le microorganisme contre les ultraviolets (Vinarov et al., 

2002). 

L’étude des activités de dégradation des quatre isolats montrent qu’ils sont capables 

de dégrader le Tween 80, l’amidon, la caséine du lait, l’arginine, la méthionine, l’asparagine, 

la leucine, l’alanine et l’acide aspartique.  A l’exception de la phénylamine qui est dégradée par 

tous les isolats sauf EMM194, le tryptophane est dégradé par tous les isolats sauf EMM112 et 

EMM194. Cependant, la chitine et la tyrosine sont dégradées uniquement par EMM94. 
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L’optimum de croissance enregistré pour les quatre isolats est compris entre 28 et        

30 °C. Seul l’isolat EMM111 présente une croissance moyenne à 50 °C, ce qui montre qu’il est 

thermo tolérant. Les quatre isolats préfèrent un pH neutre et tolèrent des concentrations en NaCl 

allant jusqu'à 5 %. Seul l’isolat EMM111 peut tolérer une concentration plus élevée (jusqu’à     

8 %) de NaCl.  

Tableau 14. Caractéristiques physiologiques des isolats d’actinobactéries prédateurs  

            Isolats  EMM111 EMM112 EMM183 EMM149 

Utilisation des glucides 

Saccharose + - + + 

Galactose + + + + 

Lactose + +/- + + 

Mannose + +/- + - 

Mannitol + + + + 

Sorbitol + - + + 

Arabinose + + + + 

Fructose + + + - 

Glucose + + + + 

Dextrine + +/- + + 

Maltose + +/- + + 

Activité de dégradation 

Tween 80 + + + + 

Amidon + + + + 

Caséine du lait + - + + 

Chitine - - - + 

Arginine + + + + 

Méthionine + + + + 

Tyrosine - - - + 

Tryptophane + - + - 

Asparagine + + + + 

Leucine + + + + 

Phénylamine + + + - 

Alanine + + + + 

Aspartique + + + + 

Croissance à différentes températures 

4°C - - - - 

15°C +/- - +/- +/- 

25°C +/- +/- +/- +/- 
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28°C + + + + 

30°C + +/- + +/- 

35°C + +/- +/- +/- 

45°C +/- - +/- +/- 

50°C +/- - - - 

Croissance à différents pH 

5 +/- +/- +/- +/- 

7 + + + + 

9 +/- +/- +/- +/- 

Croissance à différentes concentrations en NaCl 

5 + + + + 

8 + - - - 

11 - - - - 

15 - - - - 

Légende : + développement ; - : absence de développement ; +/- : développement modéré  

3. 4. Détermination du type de l’acide diamino-2-6-pimélique (DAP) de la paroi cellulaire 

L’une des méthodes les plus rapides pour l’identification des actinobactéries jusqu’au 

genre est l’analyse chimiotaxonomiques  de l’isomère du DAP constituant de la paroi des 

actinobactéries (Lechevalier, 1980). L’analyse chimiotaxonomique a montré que les 4 isolats 

prédateurs EMM111, EMM112, EMM183 et EMM194 contiennent l’isomère LL-

diaminopimélique (LL-DAP).  Ce dernier est retrouvé dans le genre Streptomyces.  

3. 5. Identification moléculaire des isolats d'actinobactéries prédatrices 

Les résultats de l’identification moléculaire ont permis de confirmer l’appartenance 

des 4 isolats d’actinobactéries présentant une activité de prédation EMM111, EMM112, 

EMM183 et EMM149 au genre Streptomyces (Tableau 15). Cette identification confirme celle 

faite par l’étude chimiotaxonomique. En effet, le séquençage partiel du gène de l’ARNr 16S de 

l’isolat EMM111 a permis l’obtention d’une séquence nucléotidique ayant 99 % de similarité 

avec Streptomyces griseoflavus. En outre, la comparaison des profils de l’utilisation de substrats 

carbonés et l’absence de la production des pigmençts mélanoides montrent une ressemblance 

entre l’isolat EMM111 et la souche S. griseoflavus puisque cette dernière est capable de 

métaboliser l’ensemble des sucres testés (Othman et al., 2008).  

Par ailleurs, la souche S. griseoflavus est connue pour sa capacité à produire une variété 

de molécules bioactives y compris aborycin et colabomycins (Grote et al., 1988; Potterat et al., 

1994), un polycétide contre les bactéries à Gram + (Imai et al., 1989), des enzymes à intérêt 
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industriel tel que l’amylase (Tang-um and Niamsup, 2012). Toutefois, à notre connaissance 

aucune activité de prédation de S. griseoflavus n’a été mentionnée dans la littérature, nos 

résultats sont ainsi les premiers à assigner une telle activité à cette espèce d’actinobactérie. 

Le séquençage de l’isolat EMM112 a permis l’obtention d’une séquence nucléotidique 

ayant 100 % de similarité avec Streptomyces coelicoflavus. La description faite au niveau du 

Bergey’s Manual de la souche S. coelicoflavus, confirme l’identité de l’isolat EMM112.              

S. coelicoflavus est connue pour la production des enzymes très puissantes inhibitrices de l’α-

amylase (Geng and Bai, 2008). Un nombre très limité de travaux décrivent les activités de cette 

espèce et l’activité de prédation de S. coelicoflavus mise en évidence dans le présent travail, est 

tout à fait originale. 

Le séquençage de l’isolat EMM183 a permis son affiliation avec une homologie de 

100 % à Streptomyces mutabilis. La description faite au niveau du Bergey’s Manual de la 

souche S. mutabilis, ainsi que son profil d’utilisation de substrats carbonés (Krasil’Nikov, 1960) 

confirment l’identité de l’isolat EMM183. 

Par ailleurs, S. mutabilis est connue pour la production d’antibiotiques (Fehr et al., 

1989, 1977) et une activité antifongique très intéressante (Belghit et al., 2016; Toumatia et al., 

2015). Nous sommes les premiers à assigner une telle activité de prédation à cette espèce 

d’actinobactérie.  

L’identification moléculaire de l’isolat EMM194, a permis l’obtention d’une séquence 

nucléotidique ayant 99 % de similarité avec Streptomyces champavatii. La description faite par 

(Aouar et al., 2012; Hosny et al., 2010) des caractéristiques morphologiques culturales, 

physiologiques et celles décrites au niveau du Bergey’s Manual de la souche S. champavatii 

montrent que l’isolat EMM194 présente une grande ressemblance avec elle. En outre, S. 

champavatii est connue pour la production d’antibiotiques et antifongiques appelés 

champamycin A, champamycin B et champavatin   (Rao and Narasimha Rao, 1967) et pour son 

activité chitinolytique remarquable (Hosny et al., 2010). A notre connaissance, aucune activité 

de prédation n’a été mentionnée dans la littérature et nos résultats sont les premiers à assigner 

une telle activité à cette espèce d’actinobactérie. 

L'approche moléculaire comme outil d'identification taxonomique des actinobactéries a validé 

la diversité de nos isolats, qui appartiennent au genre Streptomyces. Ces résultats sont en accord 

avec d’autres rapports précédents, montrant que les Streptomyces sont des prédateurs non 

obligatoires (Baig et al., 2019; Casida, 1988; Kumbhar et al., 2014).  
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Tableau 15. Comparaison des gènes de séquence de l’ARNr 16S des isolats avec ceux de la 

banque de bases des données NCBI BLAST 

Isolat Pourcentage de 

similarité (%) 

Souche Numéro d’accession 

EMM111 99 Streptomyces griseoflavus NR_042291.1 

EMM112 100 Streptomyces coelicoflavus NR_041175.1 

EMM183 100 Streptomyces mutabilis NR_044139.1 

EMM149 99 Streptomyces champavatii NR_115669.1 

4. Conclusion 

L’étude taxonomique des isolats sélectionnés, présentée dans ce chapitre, a été réalisée 

selon les directives de l’International Streptomyces Project (ISP), notamment les caractères 

morphologiques, culturaux, physiologiques et moléculaires.  

La combinaison de ces différentes techniques taxonomiques a permis de valider la 

diversité, la classification de nos isolats et leur identification. Les quatre isolats appartiennent 

au genre Streptomyces. Les souches que nous avons étudiées appartiennent aux espèces 

suivantes :  

➢ L’isolat EMM111, a été identifié comme étant Streptomyces griseoflavus avec un 

pourcentage de similarité de 99 %.  

➢ L’isolat EMM112, a été identifié comme étant Streptomyces coelicoflavus avec un 

pourcentage de similarité de 100 %.  

➢ L’isolat EMM138, a été identifié comme étant Streptomyces mutabilis avec un 

pourcentage de similarité de 100 %.  

➢ L’isolat EMM149, a été identifié comme étant Streptomyces champavatii avec un 

pourcentage de similarité de 99 %.  

Ces résultats sont originaux car ils décrivent pour la première fois les quatre espèces 

étudiées comme étant des actinobactéries prédatrices. D’autre part, nos travaux confirment que 

le genre Streptomyces est un réservoir de souches d’actinobactéries prédatrices non obligatoire 

à explorer.



 

 

 

 

 

 

 

Chapitre IV 

 

Thermochimiolyse, outil chimiotaxonomique pour le suivi de 

l’interaction prédateur-proie 

 

 

 

 

 



 

88 

1. Introduction 

La biomasse microbienne en co-culture peut être évaluée par différentes méthodes 

incluant le dénombrement, le dosage d’ATP, la mesure d’activité enzymatique et les méthodes 

physiologiques. Cependant, l'utilisation de biomarqueurs moléculaires permettrait de suivre 

l’évolution des bactéries dans une communauté de manière efficace et quantitative (Quezada et 

al., 2007). 

La chimiotaxonomie est basée sur l’étude des variations chimiques dans la 

classification et l’identification des bactéries (Goodfellow and Minnikin, 1985). Ces caractères 

ont été surtout étudiés au niveau des parois cellulaires. Les composés majeurs utilisés pour la 

chimiotaxonomie sont les peptidoglycane, les sucres, les phospholipides, les acides aminées et 

les acides gras (Goodfellow et al., 1993; Ibrahimi et al., 2019). Leur distribution et leur variété 

structurale en font de bons marqueurs chimiotaxonomiques (Dhanasekaran and Jiang, 2016). 

Les moyens les plus rapides pour la caractérisation des bactéries sont l'acide diaminopimélique 

(DAP), les phospholipides et les acides gras (Dhanasekaran and Jiang, 2016; Ibrahimi et al., 

2019; Lechevalier, 1980).  

Les acides gras sont des constituants essentiels et les plus abondants de  la membrane 

cytoplasmique (Dhanasekaran and Jiang, 2016; Kaneda, 1991). Leur distribution varie d’une 

souche à l’autre (Ibrahimi et al., 2019; Sasser, 1990; Miyagawa et al., 1979), ils peuvent donc 

être utilisés comme biomarqueurs pour identifier les bactéries (Quezada et al., 2007), estimer 

la structure de la communauté microbienne et l'activité métabolique dans l'environnement (El 

Fels et al., 2015; Zelles, 1999).  

De la même façon, il est possible de suivre l’évolution des micro-organismes en co-

culture à l'aide des acides gras pour confirmer la prédation de la souche Staphylococcus aureus 

résistante à la méticilline (MRSA) par l’actinobactérie prédatrice Streptomyces griseoflavus 

EMM111. 

Différentes approches peuvent être utilisées pour l’analyse des acides gras. Cependant, 

une technique très efficace est la pyrolyse couplée à la chromatographie en phase gazeuse et la 

spectrométrie de masse, qui est un outil très puissant permettant la caractérisation de la matières 

organiques synthétiques ou naturelles (Quezada et al., 2007; Santos et al., 2018). La pyrolyse 

avec dérivatisation in situ, appelée thermochimiolyse, couplée à la chromatographie en phase 

gazeuse et à la spectrométrie de masse est une méthode efficace et fiable pour déterminer la 
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distribution des acides gras dans une matrice environnementale (El Fels et al., 2015; Santos et 

al., 2018; Zelles, 1999). L’utilisation d’hydroxyde de tétraméthylammonium (TMAH) permet 

de transformer les acides gras polaires formés lors de la pyrolyse, en esters méthyliques 

apolaires évitant ainsi leur dégradation (Clifford et al., 1995; Shadkami and Helleur, 2010).  

L’objectif de ce chapitre est de démontrer que la thermochimiolyse couplée à la 

chromatographie en phase gazeuse et à la spectrométrie de masse peut être utilisée comme 

méthode d’analyse chimiotaxonomique des bactéries. D’autre part il s’agira d’évaluer la 

capacité de l’Actinobactérie prédatrice à détruire la bactérie Staphylococcus aureus résistante 

à la Méticilline (SARM). A notre connaissance le présent travail constitue la première étude 

qui met en évidence la relation prédateur-proie par chimiotaxonomie.  

2. Matériel et Méthodes 

La prédation a été étudiée en milieu liquide, en présence de la proie Staphylococcus 

aureus résistante à la méticilline (SARM) (NCTC 12493) et l’actinobactérie prédatrice 

Streptomyces griseoflavus EMM111 qui a montré de bons résultats de prédation dans le  

chapitre 1. Des prélèvements ont été effectués au début de l’expérience (T0), après 8 jours (T8) 

et après 15 jours (T15). 

2. 1. Co-culture 

2. 1. 1. Préparation de la proie et du prédateur  

➢ Inoculum général de la proie 

La bactérie SARM est ensemencée sur une gélose nutritive pendant 24 h à 37 °C, une 

suspension est préparée dans de l’eau physiologique stérile. Une fiole d’erlenmeyer de 100 mL 

contenant 25 mL de bouillon nutritif est ensemencée à raison de 1 % d’inoculum général, puis 

incubée pendant 24 h à 37 °C sous agitation.  

➢ Inoculum général du prédateur  

L’actinobactérie S. griseoflavus EMM111 est ensemencée sur milieu Bennett gélosé. 

Après 7 jours de culture à 28 °C, une suspension dense de fragments mycéliens et de spores est 

préparée dans l’eau physiologique stérile. Une fiole d’erlenmeyer de 100 mL contenant 25 mL 

de milieu Bennett liquide est ensemencée à raison de 1 % d’inoculum général, puis incubée 

pendant 7 jours à 28 °C sous agitation.  
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➢ Inoculum lavé 

Les cultures de la proie et du prédateur sont centrifugées stérilement à 4500 g pendant 

10 min, le surnageant est écarté, le culot est lavé trois fois à l’eau distillée et repris dans 25 mL 

d’eau distillée stérile. 

2. 2. Préparation de la co-culture 

L'inoculum de la co-culture est préparé par 100 mL de cellules d’actinobactérie 

prédatrice S. griseoflavus EMM111 lavée avec une concentration de 1012 UFC/mL et 100 mL 

de cellules de la proie lavée (SARM) à une concentration de 1012 UFC/mL, le volume final de 

chaque Erlenmeyer est 200 mL. Les essais de co-culture sont réalisés pendant 2 semaines à       

28 °C sous agitation constante. Les échantillons sont prélevés au début de l'expérience (T0), 

après 8 jours (T8) et après 15 jours (T15). Les échantillons sont centrifugés à 4000 tr/min 

pendant 10 min à 10 °C, les biomasses sont collectées et lyophilisées. 

2. 3. Thermochimiolyse analytique (TMAH-Py-GC-MS) 

La pyrolyse est effectuée à l'aide d'un pyrolyseur Frontier Lab (EGA 2020), équipé 

d’un passeur d’échantillon AS-1020E. Le pyrolyseur est couplé à un chromatographe en phase 

gazeuse (GC) et à un spectromètre de masse quadrupolaire  Shimadzu (GCMS QP2010 Ultra).  

La séparation des composés en GC est réalisée sur une colonne capillaire SLB-5MS 

(Supelco) de 30 m de long, 0,25 mm de diamètre, 0,25 microns d'épaisseur de phase. La 

température de l'injecteur est réglée à 250 °C, l’injection est faite en mode split avec un rapport 

de division 100/1. La température de la colonne est programmée de 50 à 300 °C à 5 °C. min-1 

et maintenu à 300 °C pendant 14 min.  

L’interface entre le GC et le spectromètre de masse est chauffée à 280 °C.  L’ionisation 

en spectrométrie de masse se fait par impact électronique à 70 eV avec une température de 

source de 220 °C. L’acquisition est réalisée en mode full scan entre 50 et 600 uma avec une 

vitesse de balayage de 2 scans par seconde.  

Environ 500 g d’échantillon, lyophilisé et broyé sont placés dans une cupule en inox 

et humectés par 5 μL d’une solution méthanolique (50/50 v/v) d’hydroxyde de 

tétraméthylammonium (TMAH). L’échantillon ainsi préparé est pyrolysé à 600 °C pendant une 

minute.   
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La pyrolyse des acides gras en présence d’hydroxyde de tétraméthylammonium 

(TMAH) permet leur observation sous forme d’esters méthyliques. Ces derniers sont moins 

polaires, plus stables thermiquement ce qui augmente la résolution chromatographique. D’autre 

part le seuil de détection d’un ester méthylique étant plus bas, la sensibilité en spectrométrie de 

masse est augmentée.  

Les pyrogrammes sont exploités à l'aide du logiciel Shimadzu GCMS solution. Les 

composés sont identifiés sur la base de leur temps de rétention en GC et par comparaison de 

leurs spectres de masse avec ceux de la base de données NIST, ceux de composés de référence 

(mélange commercial d’esters méthyliques Aldrich) et avec les données de la littérature. 

L’abondance relative Pi de chaque produit de thermochimolyse est calculée  par le rapport entre 

l’aire de son pic chromatographique et la somme des aires de tous les pics identifiés (El Fels et 

al., 2015) : Pi = 𝑎𝑖

∑ 𝑎𝑖𝑛
1

 

2. 4. Quantification 

Chaque mélange est pyrolysé en triplicat. La quantification est effectuée de la manière 

décrite par Collard et al. (2015).  L'ester méthylique de l’acide hexadécanoïque (C16) est utilisé 

comme étalon externe. La quantité (en μg) d'un composé donné est calculée en utilisant 

l'équation (Collard et al., 2015): 

[Standard en μg] = ([surface standard] -b)/a  

a : pente de la droite de calibration, b : ordonnée à l’origine. 

Les concentrations relatives sont exprimées par rapport à la masse de l'échantillon 

pyrolysé, en mg/g d’échantillon. 

2. 5. Analyse statistique 

Afin de confirmer statistiquement les résultats l’expérience, nous avons étudié la 

variation de la quantité (mg/g) de chaque acides gras méthylé à l'intérieur des groupes prédateur 

(Streptomyces griseoflavus EMM111 -proie (SARM), T0, T8 et T15) et pour faire apparaitre 

les biomarqueurs spécifiques de chaque groupe, nous avons appliqué une analyse multivariée 

(analyse en composantes principales (ACP) et la classification ascendante hiérarchique (CAH). 

L'ACP est appliquée à la matrice de corrélation entre les variables acides gras méthylé. Les 

expériences sont répétées trois fois avec chaque essai indépendant. Les matrices de corrélations, 

les coefficients de corrélations entre les variables et les deux axes F1et F2 et la projection des 
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variables dans l’espace des axes F1et F2 ont été obtenues avec le Logiciel XLSTAT Version 

2016.02.27444. 

2. 5. 1. Analyse en composantes principales (ACP) 

L’analyse en composantes principales (ACP) est une méthode fondamentale en 

statistique descriptive multidimensionnelle non supervisée (Giansante et al., 2003). Cette 

technique linéaire exploratoire permet de traiter simultanément un jeu de données quantitatives 

lorsque n individus sont décrits par d>3 variables (Chang et al., 2016). L'objectif de l'ACP est 

de trouver une matrice de projection qui maximise la variance de jeux de données après la 

projection, de manière à restituer la majeure partie de l’information initiale (Asteris et al., 2015; 

Khanna et al., 2015). Autrement dit, on cherche à définir k nouvelles variables combinaisons 

linéaires des p variables initiales qui feront perdre le moins d’information possible (Chang et 

al., 2016). Cette technique exploratoire entraine la compression des données (Ibrahimi et al., 

2019). Par conséquent, l’utilisation de l’ACP permet la mise en évidence des relations globales 

existant entre les variables, la recherche d’éventuels échantillons aberrants et de faire ressortir 

les corrélations entre les variables d’entrée.  

2. 5. 2. Classification ascendante hiérarchique (CAH) 

La classification ascendante hiérarchique (CAH) est une technique statistique 

d’analyse non supervisée (Granato et al., 2018). La CAH classe les individus en différentes 

classes ou sous-groupes ayant des caractéristiques similaires (De Juan et al., 2009). Au début, 

la CAH considère que chaque individu représente une classe (Boubou, 2007). Ensuite, les 

individus sont agrégés en deux ou plusieurs classes appropriées (selon une similarité) pour 

former une nouvelle classe jusqu’au regroupement de l’ensemble de l’échantillon. (Boubou, 

2007). Le résultat de la CAH est présenté dans un dendrogramme, un tracé qui montre 

l'organisation des échantillons et ses relations sous forme d'arbre (Granato et al., 2018). La 

hauteur des branches indique leur niveau de proximité (Patras et al., 2011). 

L’application de la CAH exige d’effectuer plusieurs choix, comme la distance qui 

permettra de calculer la proximité entre deux individus (ou deux classes), ou encore le critère 

d’agrégation (Boubou, 2007).   

Dans notre étude, nous avons utilisé le critère de Ward comme critère d’agrégation qui 

ne s’applique que si on utilise la distance euclidienne pour mesurer la distance interclasses. La 

distance est centrée et réduite pour éviter que l'échelle des variables n'influe sur les résultats. 
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3. Résultats et discussions 

3. 1. Chimiotaxonomie de la souche Staphylococcus aureus résistante à la Méticilline 

(SARM) et l’actinobactérie prédatrice Streptomyces griseoflavus EMM111 

Les pyrogrammes obtenus à partir de la souche Staphylococcus aureus résistante à la 

Méthicilline (SARM) et de l’actinobactérie prédatrice Streptomyces griseoflavus EMM111 

(Figure 30 et 31) montrent que les esters méthyliques sont les principaux composés détectés. 

La distribution ou abondance relative de chaque acides gras méthylé est présentée sous forme 

d’histogramme (Figure 32 et 33).  Les distributions des esters pour la souche  S. aureus 

résistante à la méticilline (SARM) et pour l’actinobactérie prédatrice S. griseoflavus EMM111 

sont différentes, ce qui traduit une composition différente de la paroi cellulaire et une différence 

dans la capacité biosynthétiques de chaque espèce (Gago et al., 2011; Voytsekhovskaya et al., 

2018). En effet, McNabb et al., (1997) ont suggéré que les bactéries peuvent être réparties en 

deux groupes. Les membranes cellulaires des bactéries de type I sont essentiellement 

constituées d’acides gras à chaînes ramifiées alors que celles de type II sont dominées par les 

acides gras saturés ou monoinsaturés à chaîne linéaire.  

Dans notre étude, la bactérie SARM et l’actinobactéries prédatrice S. griseoflavus 

EMM111 contiennent respectivement 76 % et 70 % d’acides gras à chaîne ramifiée (Figures 32 

et 33). Ainsi, les deux bactéries étudiées appartiennent au type I selon la classification de 

McNabb.  Les acides gras à chaîne ramifiée iso- et antéiso- en C15, C17 et ou C16br sont les 

principaux constituants les bactéries  Gram-positives (Amir et al., 2010; Parkes, 1987; Zelles, 

1999), tandis que les acides gras à chaîne linéaire sont majoritaires chez les bactéries Gram- 

négatives. 

Les acides gras identifiés sous forme méthylée pour la bactérie SARM sont 

caractérisés par une distribution large allant du C12 au C21. Les principaux composés (57,2 % 

des acides gras identifiés) sont les acides ramifiés iso et anteiso en C15, ce qui est en accord 

avec la littérature (Welch, 1991). Le rapport iso sur anteiso est de 0,44. Au contraire, les acides 

gras observés pour l’actinobactérie prédatrice EMM111 sont dominés par un mode court 

compris entre C12 et C18 avec l’acide ramifié en C16 comme composé majoritaire (26,2 %). De 

plus, le rapport iso / anteiso en C15 est de 0,9, ce qui représente le double de la valeur observée 

pour SARM. L’ester méthylique ramifié en C14 est également l'un des principaux composés de 

l’actinobactérie S. griseoflavus EMM111 (9,6 %) alors qu'il est minoritaire chez SARM          

(4,2 %). La distribution des acides gras méthylés observée pour l’actinobactérie étudiée est 
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cohérente avec plusieurs publications précédentes (McNabb et al., 1997; Quezada et al., 2007; 

Ritchie et al., 2000; Vestal and White, 1989). Une autre particularité de la bactérie SARM par 

rapport à l’actinobactérie prédatrice S. griseoflavus EMM111 est la présence d’acides gras à 

longue chaîne (C19 à C21) qui ne sont pas détectés chez cette dernière. De plus, l’ester de l’acide 

stéarique (C18) est plus abondant chez SARM avec une abondance relative de 6,6 %, alors que 

chez l'actinobactérie prédatrice il ne représente que 0,8 %. En revanche, les esters C15, C16 :1 et 

C17:1 sont relativement abondants dans l’actinobactérie prédatrice EMM111 et ne sont présents 

qu’à l’état de traces chez SARM.  

 

 

Figure 30. Pyrogramme (TMAH, 600 °C) de la souche Staphylococcus aureus résistante à la 

Méticilline (SARM) 
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Figure 31. Pyrogramme (TMAH, 600 °C) de l'actinobactérie prédatrice Streptomyces 
griseoflavus EMM111 

Figure 32. Abondance relative (%) des acides gras (méthylés) dans la souche 

Staphylococcus aureus résistante à la Méticilline (SARM) 
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Figure 33. Abondance relative (%) des acides gras (méthylés) dans l'actinobactérie 

prédatrice Streptomyces griseoflavus EMM111 

3. 2. Suivi de la prédation 

Les différences de distributions des acides gras méthylés des deux bactéries étudiées 

sont utilisées pour évaluer la capacité de l’actinobactérie prédatrice S. griseoflavus EMM111 à 

éliminer SARM. 

Les variations des distributions des acides gras méthylés au cours de la co-culture après 

(0, 8 et 15 jours) sont présentées dans la Figure 34. Au début de l’expérience (T0), les acides 

gras ressemblent fortement à la signature de l’actinobactérie prédatrice S. griseoflavus 

EMM111 (Figure 26), avec une abondance élevée en acides gras ramifiés à chaîne courte (C14, 

C15, C16). Le rapport iso sur anteiso en C15 qui est deux fois plus élevé pour l’actinobactérie 

prédatrice S. griseoflavus EMM111 que pour SARM (3.1), a augmenté pendant la co-culture, 

passant de 0,75 (T0) à 0,96 (T15) (Tableau 16). La dernière valeur étant proche de celle 

observée chez l'actinobactérie prédatrice S. griseoflavus EMM111. Les acides gras méthylés 

ramifiés C14 et C16 qui sont prédominants chez l'actinobactérie et minoritaires chez SARM ont 

augmenté entre T0 et T15, tandis que, les acides gras méthylés linéaires C18 et C20 qui sont 

abondants pour SARM ont diminué entre T0 et T15. 
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Finalement, après deux semaines (T15), les acides gras méthylés présentent une 

distribution comprise entre C12 et C18. Par ailleurs, les esters méthyliques C20 qui sont plus 

détectés à T15 étaient identifiés comme spécifique de SARM (voir section chimiotaxonomie). 

L’évolution de la distribution des acides gras au cours de la co-culture a été 

particulièrement marquée par une augmentation des acides gras considérés comme des 

marqueurs chimiotaxonomiques de l'actinobactérie prédatrice S. griseoflavus EMM111, 

parallèlement à une diminution des acides gras marqueurs chimiotaxonomiques de la proie 

SARM. Cette évolution confirme l'activité de prédation.  

Figure 34. Abondance relative (%) des acides gras (méthylés) au cours de la co-
culture (T0, T8 et T15) 
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Tableau 16. Rapports représentatifs : [ramifié en C14 + ramifié en C16] sur acides 

gras totaux ; [C18 + C20] sur les esters méthyliques totaux ; iso-C15 sur antéiso-C15 

SARM 

S. griseoflavus 

EMM111 

Co-culture 

T0 T8 T15 

[rC14+rC16]/ 

Total 

6.4 35.9 33 34.6 35.6 

[C18+C20 ]/Total 13.6 0.8 3.6 2.4 1.1 

iC15/aC15 0.4 0.9 0.7 0.8 0.9 

3. 3. Quantification et analyse statistique 

3. 3. 1. Quantification 

Les mesures semi-quantitatives sont basées sur la normalisation (%i = surface du 

composé i/ surfaces des composés identifiés (Collard et al., 2015). Une quantification plus 

précise permettant de comparer les quantités d’acides gras méthylés produits par la 

thermochimiolyse de chaque bactérie est nécessaire pour réaliser une analyse statistique. Dans 

notre étude, nous avons utilisé l'acide hexadécanoïque comme étalon externe (Collard et al., 

2015) (Tableau 24). La quantité des acides gras méthylés libérés par la thermochimiolyse de 

l’actinobactérie prédatrice S. griseoflavus EMM111 (83,1 mg/g) est significativement plus 

élevée que celle produite par la thermochimiolyse de SARM (17,2 mg/g). Ceci est cohérent 

avec les résultats des études précédentes qui ont démontré que les actinobactéries sont une 

source importante d'acides gras (Voytsekhovskaya et al., 2018). Par ailleurs, la quantité des 

acides gras méthylés libérés par thermochimiolyse est passée de 43,9 mg/g à T0 à 73,8 mg/g 

après 15 jours de co-culture. Ce résultat met en évidence le remplacement de la population de 

proie (SARM) par l’actinobactérie prédatrice. 
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Tableau 17. Quantité des acides gras méthylés obtenus par thermochemolyse-GCMS 

de SARM, de S. griseoflavus EMM111 et au cours de la co-culture (T0, T8 et T15) en (mg/g) 

Composé Streptomyces 

griseoflavus 

EMM111 

SARM 

 

T0 T8 T15 

C12br 0.5±0.1 - 0.2±0 0.2±0 0.4±0 

C12 0.4±0.1 - 0.1±0 0.4±0 0.4±0 

C13br 0.4±0.1 0.3±0 0.3±0 0.3±0 0.3±0 

C13 0.5±0.1 - 0.2±0 0.2±0 0.4±0 

C14br 8±0.9 0.7±0.1 3.7±0.6 5.2±0.7 6.9±0.6 

C14 1.6±0.4 0.3±0 0.8±0.1 1.1±0.1 1.5±0.1 

iC15 9.1±0.8 3±0.3 5±0.8 6.4±0.9 8±0.7 

aC15 10.1±0.7 6.8±0.9 6.7±1.2 7.6±1 8.8±0.9 

C15 3.4±0.8 - 1.4±0.2 2.2±0.3 3±0.3 

C16:1 2.2±0.2 - 1.3±0 1.4±0.1 2±0.1 

C16br 21.6±1.2 0.3±0 10.7±2.1 15.1±2 19.3±1.9 

C16 12.4±1.3 0.8±0 6.1±1 9.1±1.2 11.2±1.1 

C17:1 2±0.1 - 0.5±0 0.8±0 0.12±0 

iC17 3±0.6 0.6±0 1.5±0.1 2±0.3 2.6±0.3 

aC17 4.9±0.7 0.8±0 2.4±0.3 3.3±0.5 4.3±0.5 

C17 0.9±0.3 - 0.4±0 0.6±0 0.8±0.1 

C18br 0.1±0 - 0.1±0 0.1±0 0.1±0 

C18:1 0.3±0 - - - 0.2±0 

C18 0.7±0.2 1.1±0.1 0.9±0.3 1.1±0.4 0.8±0.4 

iC19 - 0.2±0 0.1±0 - - 

aC19 - 0.1±0 - - - 

C19 - - - - - 

C20 - 1.2±0.1 0.6±0.2 0.2±0 - 

C21 - <0.1 - - - 

3. 3. 2. Analyse statistique 

L’analyse en composantes principales (ACP) est une méthode d’analyse multivariée 

qui permet d’extraire simultanément un maximum d'information de la somme importante de 

données quantitatives obtenue. L’ACP permet de déterminer les différentes relations qui 

existent entre les variables et les phénomènes à l'origine de ces relations sur un minimum d'axes 

(Mouissi and Alayat, 2016). Cette méthode est largement utilisée pour interpréter l’évolution 

des acides gras méthylés au cours des processus biologiques (El Fels et al., 2015; Quezada et 

al., 2007). 
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Dans notre étude, l’ACP est effectuée sur une matrice de données constituée de 24 

variables acide gras méthylé présents dans SARM, l’actinobactérie et la co-culture (T0, T8 et 

T15). De plus, l’ACP permet d’attribuer chaque ester méthylique biomarqueur à une souche 

donnée. Elle permet aussi de faire ressortir les points communs et les différences entre les 

bactéries et les co-cultures. 

Les valeurs propres de la matrice de corrélation permettent de mesurer le pourcentage de la 

variance expliquée par chaque factoriel (Tableau 19). L’histogramme des valeurs propres 

montre que la première valeur propre vaut 24,78 et représente 90,77 % de la variabilité (Figure 

35). Cela signifie que si on représente les données sur un seul axe, 90,77 % de la variabilité 

totale sera préservée. La deuxième valeur propre est 1,84 et représente 7,77 % de la variabilité. 

La variabilité cumulée est 98,48 %. Ces deux valeurs propres sont significatives parce qu'elles 

sont supérieures à 1. Par conséquent, les deux premières valeurs propres correspondent à      

98,48 % de variabilité totale ce qui indique que les deux premiers axes sont hautement suffisants 

pour représenter l’information dans sa globalité. 

Autrement dit, la représentation de nos données sur les deux premiers axes factoriels 

est de bonne qualité. Ainsi, l’application de l’ACP a permis de réduire nos données initiales qui 

étaient constituées de N = 24 variables (esters méthyliques) à un nombre inférieur de 

dimensions (N = 2) permettant une interprétation plus facile. 

Les résultats de l’ACP des acides gras méthylés de SARM, l'actinobactérie prédatrice 

S. griseoflavus EMM111 et au cours de la co-culture (T0, T8 et T15) sont illustrés dans la 

Figure 36. 

Les 2 premiers axes de l’ACP expriment 98,48 % de l’inertie totale du jeu de données 

; cela signifie que 98,48 % de la variabilité des données est représentée dans ce plan, ce qui est 

un pourcentage extrêmement élevé. Par conséquence le premier plan représente parfaitement la 

quasi-totalité de l’information.  

La composante principale ACP, est déterminée selon deux composantes (1 et 2), ces 

deux composantes déterminent 98,48 % de l'ensemble des informations avec un taux de 

variabilité entre les esters méthyliques de l’ordre de 90,78 % pour la composante 1, et de         

7,70 % pour la composante 2 (Figure 36). 

Le domaine I regroupe les acides gras indicateurs de SARM C19, iC19, C19, C20, C21.  

Ils sont négativement et positivement influencés respectivement par PC1 et PC2. Le domaine I 
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coïncide avec SARM. Le domaine II regroupe une seule variable qui est le C18 influencé 

négativement par PC1 et PC2. Il coïncide avec T0 et T8. Finalement, le domaine III regroupe 

les acides gras indicateurs de l’actinobactérie prédatrice S. griseoflavus EMM111 C15, C16:1 et 

C17 qui sont positivement corrélés avec PC1 et faiblement corrélés négativement avec PC2, à 

l’exception de C16:1 qui est positivement corrélé avec PC1 et PC2. Le domaine III comprend 

également les acides gras d’origine non spécifiques : C12br, C13, C14br, C14, iC15, C16br, C16:1, 

C16, C16, aC17, iC17, C17:1 et C18br. Ils sont positivement corrélés avec PC1 et PC2, à l’exception 

de C16br et C16 qui ont montré une corrélation négative faible avec PC2. Ce domaine coïncide 

avec l’actinobactérie prédatrice S. griseoflavus EMM111 et avec T15. 

Une distinction claire entre la chimiotaxonomie de SARM et S.  griseoflavus EMM111 

est confirmée par ACP. Par conséquent, l'ACP est un outil valide pour faciliter l’exploitation 

de données complexes tout en préservant les tendances et l’information initiale. De plus, l'ACP 

montre la dissimilitude entre SARM et la co-culture à T15 et la similarité entre S. griseoflavus 

EMM111 et la co-culture à T15 ce qui met en évidence la prédation de SARM par 

l'actinobactérie. Par conséquent, l'ACP est une méthode utile pour observer les différences dans 

la structure des communautés bactériennes présentes dans une co-culture qui aidera à surveiller 

le processus de prédation. 

Ces observations pour les acides gras méthylés de SARM, l'actinobactérie prédatrice 

Streptomyces griseoflavus EMM111 et la co-culture (T0, T8 et T15) sont confirmées par la 

méthode de classification hiérarchique (Figure 37). Les relations entre les esters méthyliques 

en fonction de leurs profils ont été séparées en trois classes : 

➢ Classe 1 : Staphylococcus aureus résistant à la Méticilline (SARM) 

➢ Classe 2 : Actinobactérie prédatrice Streptomyces griseoflavus EMM111 et co-

culture à T15 

➢ Classe 3 : Co-culture à T0 et T8  

La forte corrélation des groupes acides gras méthylés de l’actinobactérie prédatrice S. 

griseoflavus EMM111 et de la co-culture à la fin de l’expérience (T15) confirme l’activité de 

prédation exercée par l’actinobactérie prédatrice S. griseoflavus EMM111 sur la proie SARM.  
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Tableau 18.Variance totale expliquée 

F1 F2 F3 F4 
Valeur propre 21,786 1,848 0,336 0,030 
Variabilité (%) 90,777 7,700 1,400 0,123 

% cumulé 90,777 98,477 99,877 100,000 

Figure 35. Scree plot des valeurs propres à partir de l'ACP 
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Figure 36. Diagramme de composante ACP des acides gras de SARM, EMM111 et 

au cours de la co-culture (T0, T8 et T15) 

 

Figure 37. Diagramme de la classification ascendante hiérarchique des acides gras 

de SARM, EMM111 et au cours de la co-culture (T0, T8 et T15) 
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4. Conclusion 

La thermochimiolyse couplée à la GC-MS a été utilisé pour caractériser la bactérie 

Staphylococcus aureus résistante à la Méticilline (SARM) et l’actinobactérie prédatrice 

Streptomyces griseoflavus EMM111. Les acides gras libérés par la méthode pyrolytique et 

détectés sous forme d’esters méthyliques ont montré des distributions différentes d’une bactérie 

à l’autre. Ces différences de distributions ont permis de réaliser la chimiotaxonomie. La bactérie 

SARM présente une distribution dominée par les acides gras ramifiés (iso et anteiso) en C15, 

avec un rapport iso sur anteiso de l’ordre de 0,4 et par les acides linéaires C18 et C20. La 

distribution des acides gras méthylés dans l’actinobactérie prédatrices S. griseoflavus EMM111 

est dominée par les composés ramifiés en C14 et C16 et un rapport iso sur anteiso C15 de l’ordre 

0,9. De plus, la quantité totale des acides gras méthylés libérés par thermochimiolyse est 

significativement plus élevée chez l’actinobactérie S. griseoflavus EMM111 étudiée (83 mg/g) 

que chez la bactérie SARM (17 mg/g). 

La prédation suivie pendant 15 jours via une co-culture d’actinobactérie prédatrice S. 

griseoflavus EMM111 et de SARM est mise en évidence par une augmentation de la quantité 

totale d’acides gras méthylés et par un changement drastique de leur distribution qui ressemble 

fortement à celle de l'actinobactérie prédatrice S. griseoflavus EMM111 après 15 jours de co-

culture. 

 L’approche statistique utilisant l'analyse en composantes principales (ACP) et la 

classification ascendante hiérarchique (CAH) a permis une affiliation fiable des acides gras  

méthylés biomarqueurs avec chaque souche correspondante et a confirmé les changements dans 

leur distribution, confirmant la prédation pendant la co-culture. La CAH a permis d'établir une 

distinction entre SARM et S. griseoflavus EMM111. L’ACP a montré la corrélation des acides 

gras méthylés à longue chaîne (>C18) avec SARM, alors que les composés ramifiés à chaînes 

courtes sont corrélés avec l’actinobactérie prédatrice EMM111 et T15. 

Au bilan, cette étude a validé l’utilisation de la thermochimolyse comme outil 

chimiotaxonomique pour identifier les bactéries et suivre leur devenir au cours de l’activité de 

prédation. En effet, cette technique produit des empreintes spécifiques à chaque espèce. 

L'évolution des acides gras méthylés comme biomarqueurs a démontré la capacité de 

l’actinobactérie prédatrice à attaquer et à inhiber les bactéries multirésistantes. L’utilisation des 

actinobactéries prédatrices est une nouvelle stratégie prometteuse pour combattre les bactéries 
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multirésistantes. Ainsi, l’identification des molécules impliquées dans la prédation est 

nécessaire. Elle fera l’objet du prochain chapitre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre V 

 

Essais préliminaires d’extraction des molécules impliquées dans la 

prédation 
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1. Introduction 

Les actinobactéries sont les bactéries les plus prolifiques en tant que productrices 

d’antibiotiques (Manivasagan et al., 2014). Plus particulièrement, le genre Streptomyces qui est 

responsable de la production de très nombreux antibiotiques (Mast and Stegmann, 2019). Ces 

molécules sont utilisées dans différents domaines tels que l’industrie pharmaceutique, la 

cosmétique, le secteur agro-alimentaire et l’élevage.    

Les antibiotiques sont produits en biotechnologie par un processus de fermentation 

(Couillerot et al., 2014), dans lequel les actinobactéries sont cultivées dans des cuves de à 

150000 appelées fermenteurs, contenant un milieu de croissance liquide (Vijayakumar et al., 

2015). Les conditions de cultures à savoir la concentration en oxygène, la température, le pH et 

les niveaux de nutriments doivent être optimaux et contrôlés (Pfefferle et al., 2000; 

Vijayakumar et al., 2015). 

Une fois le processus de fermentation terminé, les molécules bioactives sont présentes 

en concentrations relativement faibles dans le milieu de culture liquide complexe, contenant les 

cellules de l’actinobactérie, les composants du milieu et de nombreux métabolites (Stanbury et 

al., 2013 ; Smaoui, 2010). Afin d’identifier la ou les molécules responsable(s) de l’activité 

antibiotique, il est donc nécessaire de réaliser une extraction suivie d’un fractionnement. 

Cependant, il est impossible de trouver un protocole standard étant donné que la variabilité des 

molécules impliquées dans ce type de mécanisme (Cannell, 1998). Par conséquent, la 

combinaison de différentes techniques analytiques est nécessaire afin d'élucider la structure des 

composés responsables de l’activité antibactérienne.  

Faisant suite aux étapes de screening entreprises au cours de notre travail, nous avons 

procédé dans ce chapitre pour la première fois à l’extraction, à la purification et à la 

caractérisation des molécules impliquées dans la prédation par la souche Streptomyces 

griseoflavus EMM111. Les différentes étapes de ce travail d’identification sont : 

➢ Extraction des produits actifs par un solvant organique à partir du milieu 

liquide. 

➢ Fractionnement par chromatographie sur couche mince (CCM) et sur colonne 

de silice. 

➢ Analyse des fractions obtenues par différentes méthodes en fonction de leur 

polarité : GC-MS, LC-MS, RMN.
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2. Mode opératoire 

2. 1. Préculture en batch 

Des erlenmeyers de 500 mL contenant 100 mL de milieu de culture Bennett sont 

ensemencées par l’actinobactérie S. griseoflavus EMM111 productrices de molécules 

bioactives. Les erlenmeyers sont ensuite incubés sous agitation à 28 °C pendant 7 jours. Puis, 

la culture est centrifugée stérilement à 4500 g pendant 10 min, le surnageant est écarté, le culot 

est lavé trois fois à l’eau physiologique distillée et repris dans 25 mL d’eau physiologique 

stérile. 

2. 2. Préculture de la proie 

Des erlenmeyers de 500 mL contenant 100 mL de bouillon nutritif, sont ensemencés 

par la bactérie Staphylococcus aureus résistante à la méticilline (SARM) (NCTC 12493). Les 

erlenmeyers sont ensuite incubés sous agitation à 37 °C pendant 24 h. Puis, la culture de la proie 

est centrifugée stérilement à 4500 g pendant 10 min, le surnageant est écarté, le culot est lavé 

trois fois à l’eau physiologique et repris dans 25 mL d’eau physiologique stérile. 

2. 3. Culture en fermenteur 

L'inoculum de la co-culture est préparé par 100 mL de cellules d’actinobactérie 

prédatrice S. griseoflavus EMM111 lavée avec une concentration de 108 UFC/mL et 100 mL 

de cellules de la proie lavée (SARM) à une concentration de 1012 UFC/mL. Chaque préculture 

est introduite stérilement pour ensemencer 1,5 L de l’eau physiologique dans un fermenteur de 

2 L. L’agitation est assurée par un arbre central et l’aération par le passage d’air filtré à travers 

de coton cardé. Le débit d’air est de 30 L/min et l’agitation est de 250 t/min. Des prélèvements 

sont effectués de façon régulière afin de suivre (i) la croissance par ensemencement en stries à 

la surface des boites de gélose additionnées de cellules de la proie lavée et (ii) l’activité 

antibactérienne de l’actinobactérie S. griseoflavus EMM111 vis-à-vis du SARM par la 

technique des puits. 

2. 4. Extraction 

Après culture de 15 L d’actinobactérie prédatrice S. griseoflavus EMM111 pendant 15 

jours à 28 °C, le mycélium est séparé du surnageant par filtration puis centrifugation (15 min à 

5000 t/min). L’extraction du surnageant est effectuée par 3 fois 500 mL d’acétate d’éthyle 

(Figure 38). L’activité antibactérienne des extraits organiques et aqueux vis-à-vis de SARM est 
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testée par la technique des disques et la technique des puits. Finalement, les extraits organiques 

sont obtenus après distillation du solvant, sous vide à 40 °C. 

 

 

Figure 38. Extraction du surnageant de S. griseoflavus EMM111 par l’acétate 
d’éthyle 

2. 5. Révélations microbiologiques 

2. 5. 1. Technique des disques   

 Des disques de papier de 6 mm de diamètre sont imbibés de 20 µL d’extraits organiques. 

Après séchage à 37 °C sous courant d’air chaud, les disques (trois disques pour chaque extrait) 

sont déposés sur des boites contenant le milieu Muller Hinton ensemencées avec le micro-

organisme test (M. luteus (ATCC381), S. aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC 8739), SARM 

(NCTC 12493) et E. coli résistante (ATCC 35218)). 

2. 5. 2. Technique des puits 

Cette technique consiste à préparer des boites de Muller Hinton avec des puits de 

volume identique. Après solidification de 5 mL de milieu de culture, on ajoute 10 mL du même 

milieu avec des billes de verre stérile. Ceci permet d’avoir des puits pouvant recevoir un volume 

de 60 µL de la fraction. Les boites de pétri sont inondées par les micro-organismes tests (M. 

luteus (ATCC381), S. aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC 8739), SARM (NCTC 12493) et 

E. coli résistante (ATCC 35218) après 2 h de diffusion à 4 °C. Les zones d’inhibition 

apparaissent après incubation à 30 °C pendant 24 h. 
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2. 6. Evaluation de l’activité antibactérienne des fractions par la technique de micro-dilution 

en milieu liquide sur microplaque à 96 puits 

2. 6. 1. Préparation de l’inoculum  

Un inoculum est réalisé sur gélose nutritive à partir d’une culture bactérienne de 24 h. 

La densité cellulaire de cet inoculum a été ajustée par dilution dans de l’eau physiologique 

stérile à 0,5 Mc Ferland, ce qui correspond à une concentration finale de 106 UFC/mL. 

2. 6. 2. Préparation de la gamme de concentration des fractions 

La fraction à tester est dissoute dans des microtubes stériles, contenant du DMSO à     

4 %. La fraction est diluée dans l’eau distillé stérile de manière à générer une gamme de dilution 

de base 2. 

2. 6. 3. Inoculation 

L‘inoculation des puits est faite da la manière suivante (Figure 39) : 

La colonne 12 est réservée au témoin négative DMSO 

➢ Les rangés de A à F sont réservées aux fractions. Leurs colonnes de 1 à 11 

correspondent à des concentrations de 100 µL de la fraction, 90 µL de 

bouillon Muller Hinton (BMH) et 10 µL de l’inoculum bactérien. Le volume 

final de chaque puit est 200 µL.  

➢ La rangé G correspond à 200 µL de bouillon Muller Hinton (BMH), qui va 

servir à contrôler une éventuelle contamination du milieu de culture. 

➢ La rangé H contient 190 µL de bouillon Muller Hinton (BMH) et 10 µL de 

l’inoculum bactérien, qui va servir à contrôler la qualité de la croissance de la 

souche bactérienne.  

Les plaques sont ensuite recouvertes puis incubées à 37 °C.  

2. 6. 4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)  

La CMI est la plus petite concentration pour laquelle il n’y a pas eu de trouble observé 

à l’œil nu.  Après 18 heures d’incubation à 37 °C, la CMI de la fraction est déduite à partir du 

premier puits de la gamme dépourvu de croissance bactérienne. La lecture est effectuée après 

l’ajout de 50 µL de chlorure d’iodonitrotétrazolium (INT, Sigma-Aldrich). La présence de 

bactéries vivantes est détectée par la coloration en rose de l’INT.  
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2. 6. 5.  Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) 

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration de 

substance qui laisse au plus 0,01 % de germes survivants. A l’aide d’une anse calibrée à 2 μL, 

les contenus des puits dans lesquels aucun trouble n’a été observé ont été prélevés et 

ensemencés sur une gélose Mueller-Hinton en commençant par le tube de la CMI. 

 

Figure 39. Schéma de la technique de micro-dilution. 

2. 7. Fractionnement chromatographique 

2. 7. 1. Chromatographie sur couche mince : 

L’extrait dilué dans du dichlorométhane est déposé à l’aide d’un capillaire sur une 

plaque d’aluminium recouverte de silice. Le mélange est élué avec un mélange actétate 

d’éthyle/ cyclohexane 30/70 v/v. Après migration le solvant est évaporé au sèche-cheveux et la 

plaque révélée par UV puis avec un révélateur  

2. 7. 2. Purification de l’extrait par chromatographie préparative sur couche mince (CCM) 

L’extrait, dilué dans du dichlorométhane est déposé à l’aide d’un capillaire sur une 

plaque en verre (20 x 20 cm), à 1,5 cm du bord inférieur. Le dépôt est réalisé en bande mince 

et continue. La plaque est placée dans une cuve fermée, en contact avec la phase mobile 

d’acétate d’éthyle/ cyclohexane (30/70 ; v/v) (Figure 40). La chromatographie est arrêtée 
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lorsque la phase mobile (front du solvant) atteint 0,5 cm du bord supérieur de la plaque. Le 

solvant est évaporé à l’aide d’un sèche-cheveux. Les substances séparées sont révélées par 

observation en lumière ultraviolette (longueur d’onde 254 et 360 nm). Les tâches sur la silice 

sont délimitées, grattées et solubilisées dans le cyclohexane. La silice éliminée par filtration, le 

solvant évaporé et la fraction pesée. 

 

Figure 40. Chromatographie préparative sur couche mince (CCM) 

- activité nulle ; + activité faible ; ++ activité importante ; +++ activité très importante  

2. 7. 3. Fractionnement de l’extrait sur colonne de silice 

Une colonne de 50 cm de longueur et de 1,5 cm de diamètre est utilisée. Un morceau 

de coton est placé au fond de la colonne. Ensuite, la colonne est remplie délicatement par           

40 mL de gel de silice dans l’éther de pétrole. A la surface de la silice 3 g du produit à purifier 

(produit venant des étapes d'extraction) mélangé avec de la silice sont déposés. 

L’élution est assurée par le gradient suivant :  

➢ 100 % éther de pétrole  

➢ Ether / éther de pétrole (10:90; v/v) 

➢ Ether / éther de pétrole (20:80; v/v) 

➢ Ether / éther de pétrole (30:70; v/v) 

➢ Ether / éther de pétrole (40:60; v/v) 

➢ Ether / éther de pétrole (50:50; v/v) 

➢ 100 % Ether diéthylique 

➢ 100 % Dichlorométhane 

➢ 100 % Méthanol 

Les différentes fractions recueillies sont concentrées au rotavapor puis 

chromatographiées sur couche mince (Merck 5716) afin d’en déterminer la pureté. 
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2. 8. Analyse par chromatographie couplée à la spectrométrie de masse 

2. 8. 1. Chromatographie en phase gaz couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS) 

Les fractions isolées sont analysées par chromatographie en phase gazeuse couplée à 

la spectrométrie de masse. L’instrument de chez ThermoFisher Scientific est constitué d’un 

chromatographe en phase gazeuse (Focus) couplé à un spectromètre de masse quadrupolaire 

(DSQ2).  

L’échantillon est solubilisé dans le dichlorométhane (10 mg/mL) et 1 L de cette 

solution est injecté en GC-MS. La séparation des composés en GC est réalisée sur une colonne 

capillaire ZB1 (Zebron) de 30 m de long, 0,25 mm de diamètre et 0,25 microns d'épaisseur de 

phase. La température de l'injecteur est réglée à 250 °C, l’injection est faite en mode split avec 

un rapport de division 10/1. Après un isotherme de 10 minutes à 80 °C, la température de la 

colonne est programmée de 80 à 300 °C à 5 °C min-1 et maintenue à 300 °C pendant 20 min. 

L’hélium est utilisé comme gaz vecteur avec un débit de 1 mL/min. 

L’interface entre le GC et le spectromètre de masse est chauffée à 280 °C.  L’ionisation 

en spectrométrie de masse se fait par impact électronique à 70 eV avec une température de 

source de 200 °C. L’acquisition est réalisée en mode full scan entre 50 et 600 unités de masse 

atomique avec une vitesse de balayage de 2 scans par seconde.  

2. 8. 2. Chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS) 

Les fractions isolées sont analysées par chromatographie liquide haute pression 

(HPLC) couplée à la spectrométrie de masse. L’instrument est un LC-MS 2020 Shimadzu.  

L’échantillon est solubilisé dans le méthanol (1 mg/mL) et 0.5 L est injecté en LCMS. 

La séparation des composés en LC est réalisée sur une colonne chromatographique de type 

Macherey Nagel NUCLEOSHELL RP 18 150 x 4.6 mm (i.d), 5 µm (Ref : 763156.46), à une 

température de 40 °C et un débit de phase mobile de 1 mL/min selon le gradient de phase mobile 

suivant :  

➢ Conditions initiales : Eau acidifiée avec 0.1 % d'acide formique / Acétonitrile 

70/30 (%/%) 

➢ Montée à 100 % d'acétonitrile en 15 min 

➢ Plateau à 100 % d'acétonitrile pendant 5 min 

➢ Retour aux conditions initiales en 0.10 min 

➢ Plateau aux conditions initiales jusqu'à 25 min 
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Le temps d'acquisition est fixé à 25 min avec un mode de scan positif et négatif (ESI+ 

et ESI- sur le domaine de m/z).  Les spectres de fragmentation sont acquis sur une gamme 

dynamique allant de 100 à 1800 m/z. La température d’interface est de 350°C, la température 

de Heat block est de 400 °C et la température de la ligne de désolvatation est de 250°C. Le débit 

de gaz nébulisant est de 1,5 mL/min, le débit de désolvatation est de 15 L/min. 

2. 9. Résonance magnétique nucléaire (RMN) 

Après évaporation du solvant sous vide, l’extrait est repris dans du chloroforme 

deutéré (CDCl3). Les spectres RMN du proton sont enregistrés à 500 MHz sur un spectromètre 

Bruker Ultrashield équipé d’une cryoson d’azote Prodigy et d’un passeur d’échantillons. Le 

rapport gyromagnétique du carbone étant 4 fois moins élevé que celui du proton, les spectres 

du carbone sont enregistrés à 125 MHz sur le même aimant. Le contrôle de l’instrument : accord 

de la sonde à la fréquence d’excitation du noyau, compensation de la dérive du champ dans le 

temps grâce au lock sur le deutérium, compensation de l’hétérogénéité du champ magnétique, 

émission de l’impulsion de radiofréquence excitatrice, réception du signal de relaxation, 

amplification du signal sont assurés par une console néo. Le passeur d’échantillon est contrôlé 

par le logiciel IconNMR alors que l’acquisition et le traitement des données se font par le 

logiciel topspin 4.0. 

3. Résultats et discussions 

3. 1. Culture et extraction par les solvants organiques 

L'extraction des métabolites secondaires de la souche S. griseoflavus EMM111 

prédatrice est basée sur les résultats obtenus par le suivi de l'activité antibactérienne sur le 

milieu liquide, qui a montré que le maximum de la production est atteint après 15 jours 

d’incubation.  

L’extraction par l’acétate d’éthyle a permis d’obtenir 2 phases : aqueuse et organique 

(Figure 41). L’étude de leurs activités antibactériennes a montré que les molécules à activité 

antibactérienne se trouvent au niveau de l’extrait acétate d’éthyle (Figure 42 et 43). 

Après évaporation sous vide à 45 °C de 15 L de l’extrait organique, 3 g d'extrait brut 

de couleur rouge violet avec une texture huileuse sont obtenus, l’extrait brut est dissout dans     

2 mL de l’acétate d’éthyle.   

Au cours des étapes d’extraction et de purification, le suivi de l’activité antibactérienne 

de l’extrait et des fractions, a été conduit par l’étude de l’activité antibactérienne sur les mêmes 
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bactéries utilisées dans le chapitre 1. Le suivi de l’activité antibactérienne est nécessaire pour 

guider le processus de fractionnement et de purification de la ou les substances actives. Toutes 

les fractions sont évaluées, et celles qui possèdent une activité biologique sont soumises à des 

étapes de purification supplémentaires. 

 

Figure 41. Différentes phases obtenues après extraction de la culture liquide de la souche 

EMM111 prédatrice par l’acétate d'éthyle. (a) Phase organique. (b) Phase aqueuse 

 

 

Figure 42. Activité antibactérienne des différentes phases obtenues après extraction 

de la culture liquide de la souche S. griseoflavus EMM111 par l’acétate d'éthyle vis-à-vis 

SARM 

 

                     

 

                            

 

b a b 
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Figure 43. Activité antibactérienne de l’extrait de la souche S. griseoflavus EMM111 par 

l’acétate d'éthyle vis-à-vis SARM par la technique des puits 

3. 2. Choix du système de solvant pour la chromatographie sur couche mince 

➢ Pour le choix d’un système de solvants pour la chromatographie sur couche 

mince, des dépôts de l’extrait sont chromatographiés sous forme de spots dans 

13 systèmes différents :  

➢ Dichlorométhane/ Méthanol : (20 :80 ; v/v) ; (40 :60 ; v/v) ; (60 :40 ; v/v) et 

(70 :30 v/v) ; (80 :20/ v/v). 

➢ Méthanol/ Ether de pétrole : (20 :80 ; v/v) ; (40 :60 ; v/v) ; (60 :40 ; v/v) ; (70 

:30 ; v/v) et (80 :20/v/v) ; 

➢ Acétate d’éthyle/ cyclohexane (20 :80 ; v/v) ; (30 :70 ; v/v) et (40 :60 ; v/v) 

3. 3. Purification des fractions bioactives 

3. 3. 1. Fractions peu polaires 

La séparation des molécules responsables de l’activité antibactérienne, présentes dans 

l’extrait de culture d’actinobactérie prédatrice S. griseoflavus EMM111, a été effectuée à l’aide 

de différentes méthodes de chromatographie (Figure 44). En effet, la phase organique est 

d’abord séparée par chromatographie préparative sur couche mince (CCM) avec un mélange 

acétate d’éthyle/ cyclohexane (30 :70 ; v/v) comme éluant. Une fraction bioactive (Fraction 4) 

(Tableau 21) est ainsi obtenue et analysée par GC-MS. Ensuite, le spectre de masse obtenu en 

impact électronique à 70 eV, est comparé avec la base de données spectrales Bibliothèque NIST 

(Figures 45 et 46). Ce qui a permis d’identifier un composé pur le di(2-ethylhexyl) phtalate 

DEHP. Cette suggestion est confirmée par la RMN (Figures 47 et 48).  
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Le composé identifié dans la fraction peu polaires est le di(2-ethylhexyl) phtalate 

(Figure 46).  Il est couramment utilisé comme plastifiant pour améliorer la plasticité et la 

flexibilité des matériaux (Gao and Wen, 2016; Rivera-Utrilla et al., 2012). De plus, ce composé 

a des propriétés insecticides (Mayer and Ellersieck, 1986; Streufert, 1977). En effet, les 

actinobactéries constituent une source considérable de métabolites secondaires bioactifs, y 

compris les bio-insecticides (Berdy, 2005; Omura, 2011; Tanaka and Omura, 1993).  

Le di(2-ethylhexyl) phtalate est un ester de l'acide phtalique (acide 

benzènedicarboxylique-1,2), un métabolite secondaire connu pour être produit par les 

champignons Aspergillus awamori (Lotfy et al., 2018), Penicillium janthinellum (El-Sayed et 

al., 2015), Gibberella fujikuroi (Cross et al., 1963), mais aussi par des actinobactéries 

notamment  Streptomyces avidinii (SudhaSrikesavan and Selvam, 2012), Streptomyces 

mirabilis (El-Sayed, 2012), Nocardia levis (Kavitha et al., 2009). A notre connaissance, aucune 

publication ne rapporte la production de di(2-ethylhexyl) phtalate par la souche Streptomyces 

griseoflavus.   

La fraction contenant le di(2-ethylhexyl) phthalate a montré une activité 

antibactérienne vis-à-vis les bactéries testées notamment la bactérie multirésistante SARM 

(Figure 49 et Tableau 22), ce qui a été confirmé par plusieurs auteurs (Belghit et al., 2015; 

Bharti and Tewari, 2015; El-Sayed, 2012; Ortiz and Sansinenea, 2018). Cependant, le di(2-

ethylhexyl) phthalate n’a pas montré une activité vis-à-vis E. coli résistante.  

Par ailleurs, en plus de son activité antibactérienne, plusieurs études ont signalé que le 

di(2-ethylhexyl) phthalate possède plusieurs autres activités, telles que l’activité antioxydante, 

antimutagènes, cytotoxique et anti-leucémiques (El-Sayed, 2012; Kavitha et al., 2009; Lee et 

al., 2000; Philip et al., 2011; Senthilkumar et al., 2011; Viju et al., 2019). 

La CMI de la fraction de di(2-ethylhexyl) phtalate a été déterminée par la technique 

de microdilution. Le di(2-ethylhexyl) phtalate à une CMI allant de 3.75 à 15 µg/mL pour toutes 

les souches testées, sauf la bactérie multirésistante E. coli  ou il possède une activité supérieure 

à 100 µg/mL (Tableau 22). Il est intéressant de noter que les valeurs CMI et CMB rapportées 

dans notre étude étaient inférieures aux autres valeurs rapportées pour le di(2-ethylhexyl) 

phtalate pour les bactéries testes sensibles  (M. luteus, S. aureus, E. coli ) et SARM (Habib and 

Karim, 2009; Lotfy et al., 2018; Rajamanikyam et al., 2017). 

Selon Traoré et al. (2012), lorsque le rapport CMB/CMI d’une substance à activité 

antibactérienne est (≤ 4), la substance est considérée bactéricides. Dans notre cas, les valeurs 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Plastifiant
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CMB/CMI calculées pour le di(2-ethylhexyl) phtalate sont inférieurs à 4. Donc, il a un effet 

bactéricide vis-à-vis M. luteus, S. aureus, E. coli (ATCC 8739) et SARM. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44. Protocole de séparation des fractions bio actives 

 

11 Fractions 

Streptomyces griseoflavus EMM111 prédatrice (15 L de fermentation) 

Extrait brut (3g) 

      F1           F2        F3           F4 

  (5 mg)     (3 mg)   (6 mg)   (13 mg)        

GC-MS (Tableau 18) 

4 Fractions 

CCM préparative (Acétate 

d’éthyle : cyclohexane) (30 :60) 

Chromatographie liquide : 

Colonne de silice 

FC5  

FC6 

(12 mg) 

 

 

 

 FC7b  

(148 mg) 

FC8 

 FC9a 

(9 mg) 

 

 

 
RMN et LCMC 

 FC7a 

(9 mg) 

FC9b 

(316 mg) 
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Figure 45. Spectre de masse de la fraction 4, impact électronique (70 eV) 

 

Figure 46. Bibliothèque NIST 

di(2-ethylhexyl) phtalate (DEHP) 
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Figure 47. Spectre RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de la Fraction 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48. Spectre RMN 13C (400 MHz, CDCl3) de la Fraction 4 
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Figure 49. Activité antibactérienne de la fraction contenant le di(2-ethylhexyl) 

phthalate vis-à-vis SARM
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Tableau 19. Résultats de l’activité antibactérienne des fractions purifiées vis-à-vis différentes bactéries 

Fractions Solvants Activité des puits Activité des disques Nature de 

l’effet M. luteus 

(ATCC381) 
S. 

aureus 

(ATCC 

25923) 

SARM 

(NCTC 

12493) 

E. coli 

(ATCC 

8739) 

E. coli 
Résistante 

(ATCC 

35218) 

M. luteus 

(ATCC381) 
S. 

aureus 

(ATCC 

25923) 

SARM 

(NCTC 

12493) 

E. coli 

(ATCC 

8739) 

E. coli 
Résistante 

(ATCC 

35218) 

F1 Éther de pétrole + + + - - + + + - - - 
F2 (Ether/ Éther de 

pétrole) (10/90) 
+ + + - - + + + - - - 

F3 (Ether/ Éther de 

pétrole) (20/80) 
+ + + - - + + + - - - 

F4 (Ether/ Éther de 

pétrole) (30/70) 
++ ++ ++ + - ++ ++ ++ + - Bactéricide 

FC5 (Ether/ Éther de 

pétrole) (40/60) 
+ + + - - + + + - - - 

FC6 (Ether/ Éther de 

pétrole) (50/50) 
++ ++ ++ - - + + + - - Bactéricide 

FC7a Ether + + + - - + + + - - - 
FC7b Ether +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ + + Bactéricide 

FC8 Dichlorométhane + + + - - + + + - - - 
FC9a Méthanol + + + - - + + + - - - 

FC9b Méthanol +++ +++ +++ - - ++ ++ ++ - - Bactéricide 

- activité nulle ; + activité faible ; ++ activité importante ; +++ activité très importante  
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Tableau 20. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et Concentration minimales 

bactéricides (CMB) de la fraction di(2-ethylhexyl) phthalate 

Bactéries CMI (g/mL) CMB (g/mL) CMB/CMI 

M. luteus (ATCC381) 3.75 7 1.86 

S. aureus (ATCC 25923) 7.5 15 2 

E. coli (ATCC 8739) 7.5 15 2 

SARM (NCTC 12493)  15 30 2 

E. coli résistante (ATCC 35218) >100 >100 - 

3. 3. 2. Fractions polaires 

Afin de séparer les composés polaires, voire très polaires, l’extrait a été fractionné sur 

colonne de silice avec un gradient d’élution éther de pétrole (edp)/éther allant de 100 % edp à 

100 % d’éther. Les fractions très polaires ont été éluées au dichlorométhane puis au méthanol. 

Treize fractions ont été obtenues (Figure 44, 50 et 51). Les caractéristiques des fractions 

majoritaires sont résumées dans le Tableau 23 : 

Tableau 21. Caractéristique des fractions obtenues sur colonne de silice 

fraction F4 FC6 FC7a FC7b FC9a FC9b 

quantité 13 mg 12 mg 9 mg 148 mg 9 mg 316 mg 

couleur jaune jaune jaune rouge Rose violette 

Eluant 60/40 50/50 Ether méthanol 

 

L’activité antibactérienne des treize fractions de l’actinobactérie prédatrice S. 

griseoflavus EMM111 obtenues après séparation par colonne de silice a été évaluée par la 

technique des disques et de puits (Tableau 21). Les résultats ont montré que la FC7b et la FC9b 

ont une activité antibactérienne importante. Ces deux fractions ont fait l’objet d’une purification 

supplémentaire sur colonne de silice. 

 La fraction active FC7b est séparée en six fractions. La fraction majoritaire est FC7-

3 (70 mg). Elle est ensuite séparée en trois fractions (Figure 50). La fraction majoritaire obtenue 

FC732 (56 mg) a été soumise à une étude de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la 

concentration minimale bactéricides (CMB).  
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La fraction FC732 est très active contre toutes les bactéries testées avec des valeurs de 

CMI varient de 0.2 g/mL à 12.5 g/mL, y compris les bactéries multirésistantes (Tableau 24). 

Le rapport CMB/CMI calculé pour la fraction FC732 est inférieur à 4 pour toutes les bactéries. 

Donc, il a un effet bactéricide. Les valeurs des CMIs et CMBs calculées ont montré que la 

fraction CMB/CMI sont bactéricides sur les 5 bactéries testées (Le rapport CMB/CMI ≤ 4) 

(Traoré et al., 2012).  

La fraction active FC9b est séparée en cinq fractions (Figure 51). Toutes les fractions 

ont montré une activité. La fraction FC9b3 est la fraction qui a montré une bonne activité 

antibactérienne. Elle est active sur les bactéries à Gram négatif avec une CMI comprise entre 

0.2 µg/mL et 0.4 µg/mL alors qu’elle présente une CMI supérieure 100 µg/mL sur E. coli et E. 

coli résistante (Tableau 25).  Cette fraction a un effet bactéricide puisque le rapport CMB/CMI 

est inférieur à 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50. Protocole de séparation de la fraction bioactive FC7b 

 

 

 

 

FC71 (10 mg) 

100 % Ether 

 

FC7b (148 mg) 

FC72 (3 mg) 

100 % Ether 

 

FC73 (70 mg) 

100 % Ether 

 

FC74 (5 mg) 

100 % 

Dichlorométhane 

 

FC75 (10 mg) 

100 % Méthanol 

 

 

FC765 (40 mg) 

100 % Méthanol 

 

 

FC731 (13 mg) 

Chloroforme-/Méthanol 

(95 :5) 

FC732 (56 mg) 

Chloroforme-/Méthanol 

(95 :5) 

FC733 (1 mg) 

Chloroforme-/Méthanol 

(90 :10) 
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Figure 51. Protocole de séparation de la fraction bioactive FC9b 

Tableau 22. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations  

minimales bactéricides (CMB) de la fraction FC732 

Bactéries CMI (g/mL) CMB (g/mL) CMB/CMI 

M. luteus (ATCC381) 0.2 0.2 1 

S. aureus (ATCC 25923) 0.4 0.8 2 

E. coli (ATCC 8739) 3.2 6.4 2 

SARM (NCTC 12493)  0.78 0.78 1 

E. coli résistante (ATCC 35218) 12.5 12.5 1 

 

Tableau 23. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et Concentrations 

minimales bactéricides (CMB) de la fraction FC9b3 

Bactéries CMI (g/mL) CMB (g/mL) CMB/CMI 

M. luteus (ATCC381) 0.2 0.2 1 

S. aureus (ATCC 25923) 0.2 0.78 0.39 

E. coli (ATCC 8739) >100 >100 - 

SARM (NCTC 12493)  0.4 0.4 1 

E. coli résistante (ATCC 35218) >100 >100 - 

FC9b5 (10 mg) 

Chloroforme-

/Méthanol/ Acide 

acétique 

(50 :30 :20) 

 

 

FC9b (148 mg) 

FC9b1 (13 mg) 

Chloroforme-/Méthanol 

(95 :5) 

FC9b3 (12 mg) 

Chloroforme-/Méthanol 

(50 :50) 

FC9b4 (10 mg) 

Chloroforme-/Méthanol 

(80 :20) 

FC9b2 (12 mg) 

Chloroforme-/Méthanol 

(70 :30) 
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Les fractions de FC6 à FC9 sont analysées par LC-MS et par résonance magnétique 

nucléaire (RMN) 1D proton, carbone (13C, DEPT 90 et 135) et RMN 2D homonucléaire 

(COSY) et hétéronucléaire (HSQC).  

La Figure 52 présente le chromatogramme de la fraction FC9b3. L’utilisation de la 

LC-MS permis d’identifier un composé.  Les spectres obtenus en modes positif et négatif 

(Figure 35) indiquent une masse moléculaire de 304 uma. ESI + : 287 [MH-H2O] +, 305 [MH]+, 

327 [MNa]+, 631 [2MNa]+ ; ESI- : 303 [M-H]-, [2M-H]-. Nous avons comparé cette masse avec 

les molécules produites par S. griseoflavus dans la littérature (Tableau 26). Mais, aucun 

antibiotique n’a correspondu à notre molécule.  

Les spectres RMN de la fraction FC732 sont très complexes et difficilement 

exploitatables pour l’élucidation et la détermination de la structure de la molécule (Annexe 2). 

Il a été démontré que plusieurs molécules antibactériennes ont été purifiés et 

caractérisés à partir de la souche S. griseoflavus dans la littérature (Tableau 26). Ces molécules 

sont produites par antibiose sur des milieux riches et possèdent une activité antibactérienne 

uniquement vis-à-vis les bactéries à Gram positif. Ce qui est en cohérence avec nos résultats 

obtenues par notre souche S. griseoflavus EMM111 dans le chapitre 1 dans l’activité 

antibactérienne sur milieu riche (Bennett).  

En revanche, les fractions di(2-ethylhexyl) phtalate et FC732 isolées par prédation 

dans notre étude ont montré une activité antibactérienne vis-à-vis les bactéries Gram-, ce qui 

n’a jamais était reporté par les molécules isolées par S. griseoflavus (Tableau 33). Ceci, nous 

laisse à confirmer que les métabolites secondaires impliqués dans les deux activités sont 

différents. Par conséquent, la co-culture de l’actinobactérie avec une bactérie proie conduit à la 

production de composés qui ne sont pas produits en monoculture. Cette conclusion est en accord 

avec nombreuses études récentes (Abdelmohsen et al., 2015; Hoshino et al., 2015b; Sung et al., 

2017; Ueda and Beppu, 2017). 
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Figure 52. Chromatogramme (SIM 303 et 305) obtenu par couplage LCMS de la 

fraction FC9b3 

 

Figure 53. Spectres de masse obtenus par LCMS de la fraction FC9b3 
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Tableau 24. Antibiotiques produits par Streptomyces griseoflavus 

Molécules Couleur  Propriété chimique Activité 

antibactérienne 

Références  

Streptovirudins 

C30H48N4O16 

720.7 g/mol 
 

 

Blanc -soluble dans le 

méthanol et la pyridine. 

-insoluble dans le 

chloroforme, l'acétone, 

le benzène et l'acétate 

d'éthyle. 

 

-actif contre les 

bactéries Gram-

positif. 

-inactif contre les 

bactéries Gram- 

négatif 

(Eckardt et 

al., 1975) 

Okilactomycin 

 
C24H32O6 

 
416.5 g/mol 

 

Jaune -soluble dans DMSO, 

ethanol, acétone, 

acetate d’éthyle et 

chloroforme. 

-insoluble dans l’eau 

-faible activité 

contre les bactéries 

Gram-positif. 

-inactif contre les 

bactéries Gram- 

négatif 

 

(Imai et al., 

1987) 

Cetotetrine  

 

C22H21NO7 

 

411.4 g/mol 

Rouge 

orangé 

-soluble dans le 

méthanol, l’éthanol, 

chloroforme et 

dichlorométhane. 

-insoluble dans 

l’hexane, éther de 

pétrole et l’eau.  

 

-actif contre les 

bactéries Gram-

positif. 

 

(János et al., 

1971) 

Colabomycine 

 

C30H30N2O7 

 

530.6 g/mol 

 

Jaune -soluble dans le N,N-

dimethylformamide. 

-insoluble dans l’eau et 

les alkanes 

-actif contre les 

bactéries Gram-

positif. 

 

(Grote et al., 

1988) 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H48N4O16
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H48N4O16
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H32O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H32O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H21NO7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H30N2O7
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4. Conclusion 

Les substances produites par l’actinobactérie prédatrice Streptomyces griseoflavus  

EMM111, après culture en milieux liquide, montrent une forte activité antibactérienne vis-à-vis 

les bactéries à Gram-positives.  

L’extraction des produits bio-actifs a été réalisée par l’acétate d’éthyle. Ensuite, la 

séparation des molécules responsables de l’activité antibactérienne, présentes dans l’extrait a 

été effectuée à l’aide de différentes méthodes de chromatographie (chromatographie 

préparative sur couche mince, colonne de silice. L’analyse des fractions obtenues a été réalisées 

par GC-MS et LC-MS).  

La CCM préparative a permis de séparer une fraction bioactive peu polaire qui est 

analysée par chromatographie en phase gaz couplée à la spectrométrie de masse (GCMS). La 

molécule est le di(2-ethylhexyl) phthalate. Ce dernier composé a présenté une activité 

bactéricide vis-à-vis la bactérie multirésistante SARM.  

D’autres fraction très polaire avec une activité antibactérienne importante sont 

présentes dans l’extrait. Cependant, nous n'avons pas pu obtenir des fractions pures à 100 % 

pour élucider leurs structures.  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusion générale 

et 

Perspectives 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

129 
 

Les bactéries multirésistantes constituent un problème mondial majeure de santé 

publique. Ces bactéries ont accumulé des résistances à plusieurs familles d'antibiotiques, elles 

ne sont plus sensibles qu'à un petit nombre d'antibiotiques utilisables en thérapeutiques. La 

propagation de ces bactéries est devenue une préoccupation sanitaire majeure. Devant, cette 

situation alarmante, il est impératif de chercher de nouvelles molécules antibactériennes 

efficaces avec un nouveau mode d’action. 

Les actinobactéries sont les microorganismes les plus prolifiques en tant que 

productrices d’antibiotiques. Elles produisent les métabolites secondaires pour inhiber la 

croissance des autres microorganismes concurrents avec lesquels elles sont en compétition dans 

leur biotope. Il est avéré que les actinobactéries possèdent des gènes biosynthétiques 

responsables de la production de métabolites secondaires mais qui ne sont pas exprimés. La co-

culture d'actinobactéries avec d'autres bactéries constitue une des voies de production de ces 

métabolites secondaires donc il est évident d’explorer la prédation comme une stratégie 

originale pour améliorer l'expression de nombreuses voies cryptiques présentes dans le génome 

des actinobactéries via leurs co-culture avec des bactéries proies. 

Etant donné que la co-culture d'actinobactéries avec d'autres bactéries conduit à la 

production de composés qui ne sont pas produits en monoculture, il est logique de penser que 

la prédation pourrait être une stratégie originale pour améliorer l'expression des nombreuses 

voies cryptiques présentes dans le génome des actinobactéries via leur co-culture avec des 

bactéries proies. 

La présente thèse s’inscrit dans ce contexte général et avait pour objectif la mise en 

évidence de la présence d’actinobactéries prédatrices facultatives capables de produire de 

nouveaux antibiotiques exclusifs à la prédation, comme un moyen de lutte contre les bactéries 

multirésistantes.  

La première partie de ce travail a été consacrée à l’isolement et au criblage des 

actinobactéries prédatrices facultatives à partir d’un habitat oligotrophe non encore bien 

exploré : les eaux marines de la côte Atlantique marocaine.  

La technique de co-culture en présence de cellules lavées de Micrococcus luteus 

(proie) comme seule source de nutriments présente dans le milieu de culture a permis d’isoler 

cent quarante-deux souches à partir des eaux marines de sept stations ciblées (Sidi Ifni, Agadir, 

Cap Ghir, Essaouiria, Badouza, Lagune Oualidia et Sidi Bouzid). 
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Après purification, l’activité de prédation de chaque isolat a été étudié 

individuellement vis-à-vis Micrococcus luteus. Parmi les isolats, seuls quatre différentes 

actinobactéries prédatrices ont été sélectionnées. En se basant sur les critères suivants : une 

bonne croissance après 72-96h d'incubation, la consistance, la pigmentation du mycélium aérien 

et de substrat, l’observation microscopique et les caractéristiques spécifiques définies par le 

Projet International sur les Streptomyces (ISP). 

Le mécanisme de prédation a été exploré vis-à-vis de Micrococcus luteus (ATCC381), 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus 

résistant à la méticilline (NCTC 12493) et Escherichia coli (ATCC 35218). Les résultats 

obtenus montrent que les 4 isolats ont manifesté une activité de prédation vis-à-vis des 5 

souches testées y compris les bactéries multirésistantes.  

La recherche de l’activité antibactérienne des 4 isolats prédateurs EMM111, 

EMM112, EMM183 et EMM194 a été évaluée par la technique de cylindres d’agar en 

monoculture sur milieu riche Bennett vis-à-vis les mêmes bactéries utilisées dans le mécanisme 

de prédation. Les résultats obtenus montrent que les 4 isolats sont actifs sur au moins une des 

bactéries-tests.  

L’étude de l’implication des substances diffusible dans l’activité de prédation des 4 

isolats EMM111, EMM112, EMM183 et EMM194 a été investigué par l’étude de leur impact 

sur la survie et l’abondance de la proie. Les résultats obtenus indiquent que la croissance des 4 

isolats prédateurs sélectionnés est concomitante à la diffusion de la ou des substances 

bactéricides.  

La comparaison de l’activité de prédation (co-culture) et l’activité sur le milieu riche 

Bennett (monoculture) indique que les spectres d’activités sur les bactéries testées sont 

différents. Ce qui suggère que les métabolites secondaires impliqués dans les deux activités 

sont différents. 

Dans le deuxième chapitre de ce travail, nous avons entrepris l’identification et la 

caractérisation morphologique, biochimique et moléculaire détaillées des 4 isolats prédateurs 

EMM111, EMM112, EMM183 et EMM194. Dans le but d’éviter la sélection de souches 

pathogènes d’une part et d’avoir une idée sur l’originalité des molécules impliquées dans les 

activités bactéricides observées. Autrement dit, les actinobactéries prédatrices sélectionnées 

sont-elles de nouvelles espèces  ou des espèces connues prédatrices ? 



 

131 
 

 

L’étude taxonomique des actinobactéries s’est basée sur les éléments suivants : 

➢ Les caractères morphologiques : couleur du mycélium de substrat, forme de la 

cellule et morphologie des hyphes… 

➢ Les caractères culturaux : croissance, développement et pigmentation du mycélium 

aérien et du mycélium de substrat, présence de spores ainsi que de pigments 

diffusible dans le milieu de culture. 

➢ Les caractères physiologiques : utilisation de substrats carbonés, production de 

pigment mélanoïde… 

➢ Les caractères chimiotaxonomiques : nature de l’isomère de l’acide diamino-2-6-

pimelique (DAP) constituant de la paroi cellulaire. 

➢ L’identification moléculaire par le biais du séquençage du gène de l’ARNr 16S. 

L‘ensemble des caractères étudiés (morphologique, culturaux, physiologique, 

chimiotaxonomiques) a indiqué l’appartenance de EMM111, EMM112, EMM183 et EMM194 

au genre Streptomyces. 

L’identification des isolats prédateurs a été complétée par le séquençage partiel des 

gènes de l’ARNr 16S. En effet, la comparaison des séquences d’ARNr 16S de l’isolat EMM111 

avec celles de la banque de données ‘NCBI Blast’' montre que cet isolat présente un 

pourcentage de similarité de 99 % avec la souche Streptomyces griseoflavus. L’isolat EMM112, 

présente 100 % de similarité avec l’espèce Streptomyces coelicoflavus tandis que l’isolat 

EMM138, a été identifié comme étant Streptomyces mutabilis avec un pourcentage de similarité 

de 100 %.  Finalement l’isolat EMM149 a été identifié comme étant Streptomyces champavatii 

avec un pourcentage de similarité de 99 %. Nos isolats ont été identifiés pour la première fois 

comme étant des prédateurs. 

La troisième partie de ce travail a été consacrée au suivi de l’interaction prédateur-

proie par thermochimiolyse. L’étude a été effectuée selon deux étapes, une étape 

chimiotaxonomique portant sur la caractérisation de la proie (Staphylococcus aureus résistant 

à la méticilline (NCTC 12493)) et du prédateur (Streptomyces griseoflavus EMM111), via les 

acides gras membranaires libérés par la méthode pyrolytique et détectés sous forme d’esters 

méthyliques. La deuxième partie est basée sur le suivi des acides gras méthylés au cours de la 

co-culture du prédateur-proie pendant 2 semaines à 0, 8 et 15 jours. 
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La bactérie Staphylococcus aureus résistante à la méticilline (NCTC 12493) présente 

une distribution dominée par les esters ramifiés (iso et anteiso) en C15, avec un rapport iso sur 

anteiso de l’ordre de 0,4 et par les acides linéaires (C18 et C20) et une quantité totale d’acides 

gras de l’ordre de 17 mg/g.  Streptomyces griseoflavus EMM111 est dominée par les composés 

ramifiés en C14 et C16, avec un rapport iso sur anteiso C15 de l’ordre 0,9 et une quantité totale 

d’acides gras méthylés significativement plus élevée (83 mg/g).  

Le suivi des acides gras au cours de la co-culture a permis de mettre en évidence la 

prédation à travers : 

➢ L’augmentation de la quantité totale d’acides gras méthylés. 

➢ Le changement drastique de la distribution des acides gras méthylés qui ressemble 

fortement à celle de l'actinobactérie prédatrice Streptomyces griseoflavus 

EMM111 après 15 jours de co-culture. 

➢ La diminution des acides gras méthylés linéaires C18 et C20, caractéristiques de la 

proie SARM, entre T0 et T15. 

➢ Les outils statistiques : l'analyse en composantes principales (ACP) et la 

classification ascendante hiérarchique (CAH) ont confirmé la prédation de la 

souche Staphylococcus aureus résistante à la méticilline (NCTC 12493) par 

Streptomyces griseoflavus EMM111. L’ACP a permis de corréler les acides gras 

méthylés à longue chaîne (>C18) avec SARM, alors que les composés ramifiés à 

chaînes courtes sont corrélés avec l’actinobactérie prédatrice EMM111 et T15. La 

CAH a permis d'établir une distinction entre la souche Staphylococcus aureus 

résistante à la méticilline (NCTC 12493) et Streptomyces griseoflavus EMM111, 

ainsi qu’une similitude entre Streptomyces griseoflavus EMM111 et T15. 

Lors de cette étude, nous avons également validé l’utilisation de la thermochimolyse 

comme étant un outil chimiotaxonomique rapide et efficace pour (i) identifier les bactéries via 

les biomarqueurs tels que les acides gras méthyléset (ii) suivre leur devenir au cours d’une 

activité biologique telle que la prédation. De plus, nous avons mis en évidence la capacité des 

actinobactéries prédatrices à lutter contre les bactéries multirésistantes. 

La dernière partie de ce travail a été consacrée à l’extraction des molécules impliquées 

dans la prédation. Cette partie du travail constitue, à notre connaissance, la première tentative 

de recherche des molécules produites au cours de la prédation par la souche Streptomyces 

griseoflavus EMM111. Cet isolat a fait l’objet de plusieurs étapes de purification chimique et 
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d’élucidation structurale afin d’isoler des molécules à activité bactéricide. En effet, l’extrait 

brut de Streptomyces griseoflavus EMM111 a été séparé en 25 fractions dont les fractions FC3, 

FC732 et FC9b3 se sont révélées actives. La fraction 4 a permis l’identification du di(2-

ethylhexyl) phthalate. Cette molécule possède des activités antibactériennes contre les Gram+, 

Gram – et la bactérie multirésistante Staphylococcus aureus résistante à la méticilline (NCTC 

12493). De plus, cette molécule n’a jamais été isolée par Streptomyces griseoflavus. Ce résultat 

confirme que cette molécule est produite exclusivement par prédation. La fraction FC732 est 

active contre les Gram+, Gram – et les bactéries multirésistantes. La fraction FC9b3 possède 

des activités antibactériennes contre les Gram +. La résonance magnétique nucléaire n’étant 

pas couplée à une méthode séparative, il n’est possible d’analyser qu’une fraction contenant 

une molécule pure ce qui n’était pas le cas de nos fractions malgré plusieurs chromatographies 

successives. Les spectres obtenus n’étaient de ce fait pas exploitables. 

L’application des différentes étapes de screening, utilisées au cours de notre travail, a 

permis de trouver des souches d’actinobactéries prédatrices facultatives isolées à partir de l’eau 

marine marocaine capables d’utiliser les bactéries multirésistante comme proie. Ceci va 

constituer une nouvelle stratégie prometteuse pour combattre les bactéries multirésistantes. 

Considérés dans leur ensemble, ces résultats confirment l’intérêt des actinobactéries 

prédatrices d’origine marine dans la lutte contre les bactéries multirésistantes. Ils confirment la 

production par les actinobactéries des métabolites secondaires bactéricides lors de processus de 

prédation ce qui ouvre une nouvelle piste de recherche de nouveaux antibactériens. 

En tenant compte de ces résultats, nous estimons que les aspects suivants méritent des 

études supplémentaires et un approfondissement :  

➢ Continuer à explorer le et/ou les potentiels de prédation des actinobactéries vis-à-

vis d’autres bactéries multirésistantes, 

➢ Utiliser la microscopie électronique en transmission et les techniques de 

marquages (ex : immunofluorescence, …) afin de monter et d’établir d’avantage 

les paramètres gérant le complexe actinobatéries-paroies,   

➢ Approfondir et rechercher le et/ou les gènes impliqués dans la prédation,  

➢ Optimiser les conditions de l’extraction et de la purification de l’extrait actif 

élaboré Streptomyces griseoflavus EMM111,  

➢ Caractériser, par applications de différentes techniques spectroscopiques, les 

structures chimiques des deux fractions FC732 et FC9b3 purifiées à partir de 
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l’extrait de la souche de Streptomyces griseoflavus EMM111, 

➢ Extraire, purifier et déterminer les structures des produits élaborés par les trois 

autres souches (Streptomyces coelicoflavus EMM112, Streptomyces mutabilis 

EMM183 et Streptomyces champavatii EMM149) retenues dans ce travail. 
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1. Milieux de cultures 

1. 1. Milieu Bennett 

➢  D-glucose …………………………………….. 10 g  

➢ Peptone …………………………………………2 g  

➢ Extrait de viande ………………………………..1 g  

➢ Extrait de levure ………………………………...1 g  

➢ Agar (pour Bennett gélosé).…………………....  15 g  

➢ Eau distillée qsp ……………………………….. 1000 mL  

Ajuster à pH 7,3  

Stériliser pendant 30 min à 110 °C. 

1. 2. Gélose nutritive (GN) (Difco) 

1. 3. Bouillon nutritif (BN) (Difco) 

1. 4. Gélose Mueller-Hinton Thermo Scientific 

1. 5. Bouillon Mueller-Hinton (Difco) 

2. Les milieux d’identification des actinobactéries: ISP (International 

Streptomyces Project) (Shirling et Gottlieb, 1966) 

2. 1. ISP1 (Tryptone-Yeast Extract): 

➢ Tryptone ……………………………………... 5 g  

➢ Extrait de levure ………………………………3 g  

➢ Agar …………………….……………………..20 g  

➢ Eau distillée qsp ……………………………….1000 mL  

Ajuster à pH 7.0  

Stériliser pendant 20 min à 120 °C.  

2. 2. ISP2 (Yeast extract-malt extract): 

➢ Extrait de malt……………………………..…..10 g  

➢ Extrait de levure ………………………………4 g  

➢ D-glucose………………………………………4 g  

➢ Agar …………………….…………...…………20 g  

➢ Eau distillée qsp ……………………….……….1000 mL  
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Ajuster à pH 7.3 

Stériliser pendant 20 min à 120 °C. 146 

2. 3. ISP3 (Oatmeal agar): 

➢ Solution d’avoine ……...…………………….1000 mL 

➢ Solution saline...……………………………...1 mL  

➢ Agar …………………….………………..…..20 g  

Ajuster à pH 7.3 

Stériliser pendant 20 min à 120 °C. 

• Solution d’avoine:

➢ Grains d’avoine pilés……………………..…..20 g 

➢ Eau distillée qsp..………………………..…....1000 mL 

Faire bouillir pendant 20 min. centrifuger puis reajuster le volume à 1000 mL à l’aide 

D’eau distillée. 

• Solution saline:

➢ FeSO4, 7H2O. ……………………………….0.1 g  

➢ MnCl2, 4H2O ………………………………..0.1 g 

➢ ZnSO4, 7H2O………………………………...0.1 g 

➢ Agar …………………….………………..…..20 g  

Eau distilléeqsp.......................1000 mL 

2. 4. ISP4 (Inorganic salt-starch agar) 

➢ Amidon ……………………………………...10 g 

➢ MgSO4, 7H2O……….……………...………..1 g  

➢ (NH4)2SO4…………….…………………......2 g 

➢ K2HPO4 ……………….……………………..1 g  

➢ NaCl ………………………..………………..1 g  

➢ CaCO3 .…….………………..………………..2 g 

➢ Solution saline.…….………………..………....1 g 

➢ Agar .…….………………..…………………..20 g  

➢ Eau distillée qsp .…….………………..……....1000 mL 

Ajuster à pH 7.0 - 7.4 
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Stériliser pendant 20 min à 120 °C. 

2. 5. ISP5 (Glycerol-asparagine agar): 

➢ Glycérol…………………………………...…..10 g 

➢ L-asparagine…………………………………..1 g  

➢ K2HPO4 ……….………………………………1 g  

➢ Solution saline ………………………..………1 g  

➢ Agar …………………….…………………….20 g 

➢ Eau distillée qsp.………………..…..………....1000 mL 

Ajuster à pH 7.0 - 7.4 

Stériliser pendant 20 min à 120 °C. 

2. 6. ISP6 (Peptone-yeast extract agar): 

➢ Peptone ………………………………………15 g 

➢ Citrate de fer ammoniacal……………………0.5g 

➢ Thiosulfate de sodium……………………......0.08 g 

➢ Extrait de levure ……………………………..1 g  

➢ Protease peptone……………………...………5 g 

➢ K2HPO4 ………………………………………1 g 

➢ Agar.…………… …………...….……………20 g 

➢ Eau distillée qsp .………………..…………....1000 mL 

Ajuster à pH 7.0 – 7.2 

Stériliser pendant 20 min à 120 °C. 

2. 7. ISP7(Tyrosine agar): 

➢ Glycérol ………………………………….…. 15 g 

➢ L-asparagine …………………..…………......1 g 

➢ L-tyrosine…………………………………….0.5 g  

➢ MgSO4, 7H2O……………………..………….0.5 g 

➢ K2HPO4…………………………...………......0.5 g 

➢ NaCl……………………………….……….....0.5 g 

➢ Solution saline...…………………………........1 mL 

➢ Agar …………………….…….……………...20 g 

➢ Eau distillée qsp .………………..…………....1000 mL 
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Ajuster à pH 7.2 – 7.4 

Stériliser pendant 20 min à 120 °C. 

2. 8. ISP9: 

➢ (NH2)2SO4 ………………..………………….6.64 g  

➢ KH2PO4, 3H2O……………………………….2.38 g 

➢ K2HPO4. ……………………………………..5.65 g 

➢ MgSO4, 7H2O. ……………………………….1 g  

➢ Solution saline ……………………………….1 mL  

➢ Agar ………………..….………………..……20 g  

➢ Eau distillée qsp .………………..…………....1000 mL 

Ajuster à pH 6.8 – 7.0 

Stériliser pendant 20 min à 120 °C. 

• Solution saline:

➢ CuSO4, 5H2O………..………….……………0.64 g  

➢ FeSO4, 7H2O……..…………….…………….0.11 g  

➢ MnCl2, 4H2O……..…………….…………….0.79 g 

➢ ZnSO4, 7H2O ……..………………………….0.15 g 

➢ Eau distillée qsp .………………..…………....100 mL 

2. 9. Milieu Chitine Agar 

➢ K2HPO4 ..........................................................0.7 g 

➢ KH2PO4 ..........................................................0.3 g 

➢ MgSO4.7H2O ………………….…….………0.5 g 

➢ FeSO4.7H2O …………………….…...………0.01 g 

➢ ZnSO4 .…………………….……………..…..0.001 g 

➢ MnSO4 .…………………….………..…….…0.001 g 

➢ Chitine .…………………….……….………..4 g 

➢ Agar.…………………….……………………18 g  

➢ Eau distillée qsp .………………..…………....1000 mL 

Ajuster à pH 7.0 – 7.2 /Stériliser pendant 20 min à 120 °C. 
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Figure 54. Spectre RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de la Fraction FC732

 

Figure 55. Spectre RMN 13C (400 MHz, CDCl3) de la Fraction FC732 
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Figure 56. Spectre COSY 1H-1H de la Fraction FC732 

 

Figure 57. Spectre HSQC 1H-13C de la Fraction FC732
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Figure 58. Spectre DEPT 135 de la Fraction FC732 
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