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Résumé : 

Pseudomonas aeruginosa est largement répandu dans l’environnement. C’est une bactérie 

ubiquitaire qui peut vivre à l’état saprophyte dans l’eau, le sol, les végétaux, les solutions 

antiseptiques et sur des surfaces inorganiques. Cette souche est douée d’une forte activité 

antimicrobienne contre les microorganismes pathogènes. Afin d’exploiter cette propriété,  

deux  métabolites sécrétés par cette souche sont mise en évidences (la pyocyanine et 

pyoverdine). Ces substances actives  ont été extraites par le milieu King A  et B liquide, 

chloroforme et méthanol. Les substances obtenues ont été testée sur des microorganismes 

pathogènes. Les résultats obtenus par la méthode des disques montrent une activité 

antibactérienne et antifongique vis-à-vis de l’ensemble des souches pathogènes testés. 

L’étude de variation de composition de milieu et de température sur leurs productions a 

révélé une corrélation proportionnelle entre l’augmentation de la sécrétion et la salinité du 

milieu.La meilleure production   a été détecté dans des   cultures de King A et B liquide  

contenant  12,5 g/l  et 15g/l de NaCl à raison de 51.2 mg/ml et 56.16  mg/ml  à une  

température  d’incubation de 30°C pour la pyocyanine et la pyoverdine respectivement. 

 

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa ;  activité antimicrobienne ; pyocyanine, pyoverdine ; 

salinité. 
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Introduction 

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram négatif, aérobie stricte, sous 

forme de bâtonnet appartenant à la famille des Pseudomonaceae. Elle est largement 

répandue dans l'environnement par sa capacité de se développer dans le sol, les eaux 

douces et marines (Palleronietal., 1973). Le métabolisme de P. aeruginosa des 

diverses niches écologiques est contrôlé par le degré de salinité et des facteurs 

environnementaux. Son activité antagoniste est due principalement à la sécrétion de 

deux  métabolites majoritaires qui sont la pyocyanine et la pyoverdine . Cette bactérie 

est également connue par le contrôle des agents phytopathogènes dans les sols salins. 

(Prabhakaranet al.,2014). 

Ces deux métabolites ont  fait l’objet de plusieurs études scientifiques pour ses 

propriétés antifongiques à large spectre contre les champignons (Candida albicans, 

Aspergillus funmigatus, phytium et Fusariumoxysporum) et une forte activité 

antibactérienne contre Bacillus cereus, Bacillussubtilis, Micrococcusluteus, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli (Costa et Cusmanae 1975; Kerr et al; 1999 ; 

Gould et al 2008).  

L’activité antimicrobienne de la pyocyanine est due essentiellement  à sa 

capacité de régénérer un excès d’O2
- et H2O2 inhibant le processus d'énergie et le 

transport actif des autres microorganismes. Cependant, Pseudomonas aeruginosa peut 

se protéger contre la toxicité  de  ce métabolite « pyocyanine »  par la sécrétion d’une 

grande quantité de superoxydedismutase et de catalase (Prix-Whelan et al., 2007). 

Le contrôle des microorganismes néfastes par les sidérophores  s’effectue  par 

le biais de la détention du fer en complexe sidérophore-fer, assimilable uniquement 

par un organisme possédant les récepteurs spécifiques au complexe. Ceci permet la 

croissance du Pseudomonas, inoffensif pour les plantes avoisinantes, et exclut 

d’autres organismes dans le  milieu. 

 Dans ce travail Nous avons fixé comme objectif , d’étudié l’effet antagoniste de 

Pseudomonas aeruginosa sur 4 bactéries et 2 levures (Candida albicans ATCC 10231, 

Candida albicans, Bacillus cereus ATCC10876, Pseudomonas aeruginosa, 

Escherichia coli ATCC 25922 et Salmonella).En second lieu, Nous avons étudié 

l’effet de la salinité et de température sur la production de la pyocyanine et la 

pyoverdine ; et nous  avons aussi procédé à l’extraction de ces deux métabolites  et à 

la détermination de leurs  activité antimicrobienne et antifongique. 
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1. Caractéristiques des Pseudomonas  

1.1.     Caractéristiques morphologiques et culturaux  

            Les Peudomonas sont des Bacilles à Gram négatif, droits ou légèrement incurvés, de 

0,5 à 1,0 μm de diamètre sur 1,5 à 5,0 μm (ou plus) de longueur, non sporulés. Ces bactéries 

sont généralement mobiles grâce à un ou plusieurs flagelles polaires. (Figure 1). (Garrity, 

2005). La culture de ces bactérie  est facile avec ou sans production de pigments, sur des 

milieux minéraux synthétiques avec une source simple de carbone : acétate, pyruvate et des 

milieux sélectifs à base de Cétrimide que l'on peut additionner d'acide nalidixique. Les 

colonies de P. aeruginosa sont polymorphes, soit large avec une partie centrale bombée et un 

contour irrégulier (oeufs sur le plat), soit des petites colonies mates légèrement bombées avec 

un bord circulaire régulier, des colonies muqueuses bombées, opaques, visqueuses parfois 

coulantes. (Avril et al., 2000). 

            Le genre Pseudomonas comprend des espèces fluorescentes produisant des pigments 

spécifiques. Les deux pigments les plus fréquents et caractéristiques sont la pyocyanine et la 

pyoverdine qui sont solubles dans les milieux de culture. Les espèces pigmentées sont par  

exemple : P. aeruginosa (P.a) produit les deux pigments, mais pouvant être perdus par 

mutation. P. fluorescens, P.putida, P.syringae, et P. cichorii produisent de la pyoverdine et P. 

aureofaciens : produit un pigment jaune orange ou pourpre. Certaines souches sont 

apigmentées tel que P. alcaligenes, P. stutzeri. (Martin, 2007). 

                   

1.2. Caractéristiques biochimiques  

Les espèces de  Pseudomonas sont des bactéries chimio-organotrophes avec un métabolisme 

strictement respiratoire, qui utilisent l'oxygène comme accepteur terminal d'électrons en 

aérobiose. Elles sont oxydase positive, pour certaines espèces elles réduisent le nitrate en 

anaérobiose avec synthèse d'une nitrate-réductase. Elles sont aussi caractérisées par la 

diversité des substrats hydrocarbonés utilisés comme source de carbone et d'énergie (avril et 

al., 2000). Pseudomonas aeruginosa dégage une odeur aromatique caractéristique de seringa 

due à la production d'ortho-amino-acétophénone, intermédiaire du métabolisme du 

tryptophane et non liée à la production de pigment, il hydrolyse aussi la gélatine et la lécithine 

(Avril et al., 2000). 
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Figure 1 : Pseudomonas aeruginosa vue au microscope électronique (Cheryl A. Nickerson                  

http://www.nasa.gov/mission_pages/station/research/experiments/Microbe.html 

 

1.3. Caractéristiques  métabolique  

          Le genre Pseudomonas est caractérisé par un métabolisme oxydatif et non fermentatif, 

utilisant l’oxygène comme accepteur final d'électrons, et même quelques souches utilisent la 

dénitrification (les nitrates sont parfois utilisés comme accepteur d'électrons ce qui permet une 

croissance en anaérobiose). 

           Les Pseudomonas spp. fluorescents saprophytes possèdent tous une cytochrome 

oxydase c ayant un maximum d’absorption caractéristique à 552/554 nm, qui peut être mise 

en évidence par l’oxalate de N, N-diméthyl-paraphenylène-diainine (Lelliot et al., 1966). 

Elles sont aussi catalase positive, mésophile chimio-organotrophe puisqu’elles peuvent croître 

dans un milieu minéral ne contenant qu’une seule source de carbone.  

          Les températures cardinales aux quelles les espèces se multiplient varient de 4° à 42°C, 

cette dernière est caractéristique de l’espèce P. aeruginosa, alors que la température optimale 

pour la croissance des espèces saprophytes est située entre 28°C et 30°C. Toutes les espèces 

de ce genre ne peuvent croître à pH inférieur à 4.5, ni métaboliser le lactose sur Mc Conkey, 

l’examen au rouge de méthyle et celui de Voges Proskauer sont négatifs (Palleroni, 1984).   

 

 

 

 

 

http://www.nasa.gov/mission_pages/station/research/experiments/Microbe.html
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1.4. Caractéristique Taxonomique  

            Du point de vue phénotypique, on peut diviser les espèces de Pseudomonas en deux 

groupes. Le premier contient les espèces capables de produire des pigments fluorescents à 260 

nm tandis que les membres du deuxième groupe en sont incapables. Concernant la 

pathogénicité, une autre classification différencie les espèces pathogènes des non pathogènes. 

Le premier groupe contient donc les phytopathogènes tandis que le second recense les espèces 

saprophytes. Cette classification n’est pas très utilisée puisque plusieurs espèces du deuxième 

groupe sont des pathogènes opportunistes.  

            La taxonomie du genre s’améliora avec l’avènement des manipulations ADN-ADN 

pour détecter des similarités dans la séquence de deux organismes. Un peu plus tard, les 

résultats peuvent être confirmés par la procédure de cartographie S1-nucléase. (Johnson, et 

al., 1989). Ces deux techniques ont contribué à compliquer la classification, puisque plusieurs 

résultats n’étaient pas en accord avec les groupes phénotypiques préalablement établis. La 

grande hétérogénéité du génome des groupes suggérait un besoin urgent d’une révision 

exhaustive des groupements. La classification actuelle dépend d’études d’hybridation d’ADN-

ARN ribosomal, qui sépare maintenant le genre en cinq groupes distincts. (Palleroni, et al., 

1973). 

           Le nom Pseudomonas est maintenant réservé au groupe ARNr 1 qui inclut l’espèce 

type Pseudomonas aeruginosa. Les membres de ce groupe sont également classés selon des 

comparaisons des séquences des gènes gyrB et rpoD, ce qui a permis la création de deux 

regroupements nommés IGC I et ICG II. (Yamamoto, et al., 2000).  

        Le premier ensemble, soit IGC I, regroupe des Pseudomonas fluorescents et non 

fluorescents incluant P. aeruginosa. Le second regroupement, IGC II, contient uniquement 

des Pseudomonas fluorescents incluant P. fluorescens. Cette dernière espèce est encore sous-

divisée en trois complexes, soit P. putida, P. syringae et P. fluorescens. Le complexe P. 

fluorescens est ensuite séparé en quatre biotypes (A, B, C et G), qui sont assez distincts du 

type Pseudomonas. chlororaphis. (Bergey, et al., 1923 ; Stanier, et al., 1966).  

 

2. Les génomes des Pseudomonas  

          Les gènes ribosomaux sont présents chez tous les organismes, et possèdent la même 

fonction vitale : la synthèse protéique. Ces caractéristiques font des ribosomes d’excellents 

candidats d’études pour les taxonomistes. En effet ces molécules possèdent un niveau  
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d’évolution assez élevé pour assurer une variabilité entre les différentes espèces ; mais avec 

un degré de conservation suffisant pour assurer que ces différences correspondent à des 

catégories taxonomiques stables comme les genres et les espèces. Parmi tout les ARN 

ribosomaux seul le gène ARNr16S remplis ces deux caractéristiques (Peix et al., 2009).  C’est 

pour cela que le gène ARNr16S est devenu la molécule clé sur laquelle est basée la 

classification des procaryotes, incluant celle des Pseudomonas (Anzai et al., 2000; Palleroni, 

2005). 

         En effet, la discrimination entre des espèces très proches de Pseudomonas est obtenue 

par l’analyse du gène rpoB. L’arbre phylogénétique obtenu avec ce gène donne une résolution 

3 fois plus importante que celui obtenu avec le gène ARNr16S (Ait-Tayeb et al., 2005). Et 

pourtant c’est le gène ARNr16S, qui a permis la différenciation des sous espèces de P. 

chlororaphis (Peix et al., 2007). Cependant, l’analyse des gènes de ménage n’est pas 

communément utilisée dans la description des espèces de Pseudomonas. Et seulement, la 

description des gènes rpoD, gyrB, rpoB a été incluse dans des descriptions récentes de 

Pseudomonas: chez P. xiamenensis (Lai et Shao, 2008), chez 107 espèces de référence de 

Pseudomonas (Mulet et al., 2010), et chez P. syringae, P. fluorescens et P. chlororaphis 

(Ramette et al., 2011).  

         Des protocoles spécifiques utilisant des amorces universelles, ont été désigné pour 

analyser cette séquence chez les Pseudomonas environnementaux (Locatelli et al., 2002).  

Une méthode prometteuse pour l’identification des microorganismes, et qui peut 

analyser jusqu'à 300 échantillons en une seule fois est le MALDI-TOF-MS (matrix-

assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry), par l’analyse des 

protéines ribosomiques (Pineda et al., 2003). En effet, les résultats d’identification des 

isolats de Pseudomonas sont excellents, jusqu'à 100% de résultats corrects (Dieckmann et al., 

2005; Degand et al., 2008). 

           Le génome de la souche de P. aeruginosa a été complètement séquencé en 2000. Il est 

parmi les plus grands génomes bactériens qui comprennent 6,3 millions de paires et 5570 

gènes seule de 6,7% de ses gènes ont une fonction bien connue. La plupart sont riche en 

Guanine et Cytosine (G+C% = 66,6),. Le pourcentage de séquences régulatrices est plus  

important dans le génome de P.aeruginosa (8,4%) . (Stover et al., 2000). (Figure 2). 
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                Figure 2 : Le génome de  Pseudomonas aeruginosa (Stover et al., 2000) 

 

3. Classification des Pseudomonas  

      Les Pseudomonas sont classé selon la hiérarchie suivante : 

              

                 Règne :                            Bacteria 

                 Embranchement :            Prokaryota 

                 Division :                        Proteobacteria 

                 Classe :                           Gammaproteobacteria 

                 Ordre :                            Pseudomonadales 

                 Famille :                          Pseudomonadaceae 

                 Genre :                            Pseudomonas                  
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          Dans l’édition de 1974 du Bergey’s Manual, ces bactéries sont incluses dans la famille 

des Pseudomonadaceae. Leur classification repose sur des caractéristiques phénotypiques, 

seules la composition en G+C fussent rajoutées comme caractéristique génétique.  

         Dans la première décennie du nouveau millénaire, la révision taxonomique la plus 

détaillée du genre Pseudomonas basée sur le séquençage du gène codant l’ARNr 16S, fût 

entreprise par Anzai et al. (2000). En analysant les séquences de 128 espèces de 

Pseudomonas (certaines sont des souches de références), ils ont conclu que 57 seulement 

appartenaient aux groupe des Pseudomonas sensu stricto; la comparaison de 1073 nucléotides 

les a subdivisées en 7 classes : 

-Le groupe des P. syringae. 

-Le groupe des P. chlororaphis. 

-Le groupe des P. fluorescens. 

-Le groupe des P. putida. 

-Le groupe des P. stutzeri. 

-Le groupe des P. aeruginosa. 

Et le groupe des P. pertucinogena. 

 

         Depuis l’an 2000, la reclassification continue toujours (Tableau 1). Plusieurs espèces 

étant mal classées comme P. aureofaciens et P. aurantiaca qui sont désormais des sous 

espèces du groupe P. chlororaphis (Johnson et Palleroni, 1989; Peix et al., 2007), qui 

compte actuellement trois sous espèces: P. chlororaphis subsp. chlororaphis subsp. nov; 

Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca subsp. nov. comb. nov. et P. chlororaphis 

subsp. aureofaciens subsp. nov. comb. nov. (Peix et al., 2007). 
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Tableau 1 : Les espèces appartenant actuellement au genre Pseudomonas (d’après Euzeby, 

2008 in Peix et al., 2009). 

 

4. Distribution écologique et rôle biologique de Pseudomonas 

          Les espèces de Pseudomonas décrites durant la dernière décennie montrent que c’est 

l’un des genres bactériens les plus ubiquistes dans le monde, et différents espèces ont été 

isolées de niches écologiques diverse. En effet, P. plecoglossicida est un pathogène de 

poissons (Nishimori et al., 2000) ); P. salomonii et P. palleroniana sont des espèces 

phytopathogènes (Gardan et al., 2002); P. simiae a été isolé d’un échantillon clinique de singe 

(Vela et al., 2006) et P. costantinii est un pathogène de champignons comestibles (Munsch et 

al., 2002). 

            D’autres sont des bactéries associées aux racines, et ont été isolés de différentes 

plantes. P. brassicacearum et P. thivervalensis isolés respectivement de plants d’ail et de riz 
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(Achouak et al., 2000). P. rhizosphaerae, P. lutea et P. argentinensis isolé de la rhizosphère 

de l’herbe (Peix et al., 2003, 2004, 2005). Certaines ont été isolés de la phyllosphère des 

plantes, c’est le cas de P. lurida de la phyllosphère de l’herbe (Behrendt et al., 2007).  

          Quelques espèces ont été isolées d’écosystèmes marins comme c’est le cas de P. 

marincola (Romanenko et al., 2008), ou encore d’écosystèmes désertiques P. duriflava (Liu 

et al., 2008), P. guineae, une bactérie psychro-tolérante du sol de l’antarctique (Bozal et al., 

2007), P. thermotolerans, qui peut croitre à 55°C isolée d’échantillons animaux (Manaia et 

Moore, 2002). 

         Cette distribution  semble être due à une adaptabilité physiologique et génétique élevée 

(Spiers et al., 2000). La clé de cette adaptabilité de souches individuelles à de tels 

environnements, est la présence chez ce genre bactérien de nombreux ilots génomiques, c’est 

le cas de la souche P. aeruginosa PSE9 (Battle et al., 2009). 

 

5. Place taxonomiques de la complexe P. aeruginosa-Fluorescens  

        Les Pseudomonas font partie des Protéobactéries à Gram négatif du groupe gamma à 

côté de germes comme Stenotrophomonas maltophilia et Burckholderia sepatia qui sont aussi 

des Pseudomonas et qui coopèrent aux multi-infections de la mucoviscidose à côté de P.a. 

          Pour bien différencier le bacille pyocyanique des autres Pseudomonas à pigment 

fluorescent, l’identification se fait en recherchant le pigment pyocyanine soluble dans le 

chloroforme et la capacité du germe à se développer à 42° C. 

          Quant aux autres très nombreuses espèces comme P. fluorescens il est difficile d’en 

faire l’identification autrement qu’en recourant aux techniques d’hybridation des ADN pour 

voir si les séquences d’ADN d’une souche sont faciles à hybrider avec des espèces connues. 

(Presse, 2002). 

 

 

 

6. Pouvoir pathogène 

        Les Pseudomonas sont Peu virulent pour l'individu normal, par contre ils sont considérés 

comme des agents infectieux redoutables lorsque les défenses immunitaires du sujet sont 

altérées. P. aeruginosa est l'exemple type de la bactérie pathogène opportuniste. Les malades 

particulièrement sensibles sont les nourrissons, les personnes âgées, les sujets atteints 

d'affections graves, chroniques, métaboliques (diabète) mais surtout hématologiques ou 
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cancéreuses. Chez les brûlés, cette infection est l'une des causes majeures de mortalité (Avril 

et al., 2000). 

         P. aeruginosa est un pathogène opportuniste capable d’infecter une grande variété 

d’hôtes : humain, souris, insectes, nématodes, plantes et amibes (D'Argenio et al., 2001; 

Pukatzki et al., 2002; Rahme et al., 1995). Chez l’homme, elle n’adhère pas à l’épithélium 

normal intact et ne provoque de maladie que lorsqu’il existe une défaillance du système 

immunitaire ou une lésion préexistante. P. aeruginosa colonise particulièrement les personnes 

immunodéprimées (patients atteints de leucémie, SIDA, cancer), les grands brûlés, les patients 

en soins intensifs ou atteints de la mucoviscidose (Bielecki et al., 2008; Branski et al., 2009; 

Lyczak, 2000). Elle est capable de coloniser une grande diversité de tissus. Elle provoque des 

bactériémies, des infections intestinales, urinaires, des dermatites, des otites externes, des 

kératites ulcéreuses chez les porteurs de verres de contact, des infections de la peau chez les 

grands brûlés, des endocardites chez les patients abusant de drogues intraveineuses , (Bielecki 

et al., 2008; Bodey et al., 1983; Branski et al., 2009). P. aeruginosa est également capable de 

causer des méningites et des ostéomyélites en infectant le système nerveux central et les 

structures osseuses (Carek et al., 2001). 
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1. Métabolisme des Pseudomonas 

Le genre Pseudomonas est caractérisé par un métabolisme oxydatif et non fermentatif, 

utilisant l’oxygène comme accepteur final d’électrons. Les nitrates sont parfois utilisés 

comme accepteur d’électrons ce qui permet une croissance en anaérobiose (respiration 

nitraté). 

Ces bactéries ont la capacité de dégrader des composés complexes, tel que les polysaccharides 

comme l’amidon et la cellulose (Palleroni, 1984). De nombreux isolats de P.fluorescens et P. 

putida ont été cités en exemple comme souches capables de dégrader des molécules 

aromatiques plus ou moins complexes. L’assimilation des composés aromatiques semble par 

contre moins courante chez les isolats provenant des sols non contaminés ou de la rhizosphère 

(Campbell et al.1995) 

Les différents travaux conduits sur ces effets bénéfiques indiquent clairement que les activités 

intéressantes des Pseudomonas fluorescents reposent sur la nature de leur métabolisme 

carboné et énergétique. Ainsi, la stimulation de croissance des plantes et l’activité antagoniste 

à l’encontre des agents pathogène exercés par les Pseudomonas fluorescents sont liées à la 

synthèse de métabolites secondaire particuliers (Haas et al., 1991). 

 

2. Voies respiratoires 

La dégradation des substrats organiques lors des réactions cataboliques ne fournit directement 

qu’une seule forme d’énergie : la forme chimique disponible dans l’ATP, le 

phosphoénolpyruvate et quelques thioesters. Une autre forme essentielle d’énergie est la 

forme électrochimique, résultant d’une différence de potentiel électrique et de différences de 

concentrations ioniques entre les deux faces de la membrane plasmique. Ces différences 

proviennent de la circulation d’électrons dans la chaîne respiratoire et de l’accumulation dans 

lepériplasme de charges positives (protons).  

Le gradient électrochimique obtenu permet la synthèse d’ATP via l’ATPase, l’accumulation 

de métabolites (diffusions facilitées et transports actifs), le mouvement (mise en rotation des 

flagelles), l’excrétion et la mise en place de protéines et polysaccharides de surface. Chez les 

Pseudomonas spp, les donneurs d’électrons sont principalement synthétisés au cours du cycle 

de Krebs : il s’agit en particulier du NADH, du NADPH, du F ADH2 et du succinate. Comme 

cela a été discuté précédemment, le glycérol et le glucose peuvent également jouer ce rôle. 

L’accepteur final d’électrons de la chaîne respiratoire des Pseudomonas est l’oxygène 
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atmosphérique. En anaérobiose, le nitrate et certaines de ses formes réduites peuvent 

intervenir dans cette chaîne. 

 

2.1. Respiration sur oxygène 

Les Pseudomonas spp sont définis comme étant des microorganismes aérobies utilisant 

l’oxygène comme accepteur final d’électrons (Palleroni, 1984). Cette respiration sur O2 est 

celle qui présente le rendement énergétique le plus important suite au potentiel redox élevé de 

l’oxygène. Elle est caractérisée par des cytochromes oxydases, transporteurs d’électrons 

terminaux qui réagissent directement avec l’oxygène (ThönyMeyer, 1997). Les Pseudomonas 

spp fluorescents saprophytes possèdent tous un cytochrome oxydase c présentant un pic 

d’absorption caractéristique à 552/554 nm. Cette enzyme est mise en évidence par l’oxalate 

de N,N-diméthylparaphenylène- diainine (Lelliot et al, 1966 ; Stanier et al, 1966). 

 

2.2. Respiration sur nitrate et dénitrification dissimulatrice 

Lorsque l’oxygène n’est plus disponible en quantité suffisante, certaines espèces de 

Pseudomonas spp fluorescents font appel aux oxydes d’azote. La réduction des nitrates (NO3
 

+ 2 e- + 2H+            NO2- + H2O) se fait à l’intérieur de la cellule au niveau de la membrane 

interne grâce à au nitrate réductase.Elle est généralement inhibée en aérobiose, les électrons 

de la chaîne respiratoire étant alors préférentiellement orientés vers l’oxygène dont le 

potentiel redox (E’° = + 820 mV) est plus élevé que celui du nitrate (E’° = + 420 mV) (Tiedje, 

1988). Les nitrites formés sont ensuite rejetés dans le milieu. Dans certains cas, ils 

interviennent eux-mêmes comme accepteurs d’électrons et sont réduits en composés gazeux 

tels que les oxydes nitriques (NO) et nitreux (N O2) et l’azote (N 2).Il s’agit de la 

dénitrification dissimulatrice. La réduction de NO2-, NO et NO2est sous le contrôle de 

réductases plus ou moins liées à la membrane plasmique et elle s’exprime du côté 

périplasmique (Knowles, 1982).  

 

 

3. Catabolisme des composés organiques simples 

3.1. Catabolisme des sucres et composés dérivés 

Pseudomonas spp fluorescents sont capables d’assimiler comme seule source de carbone les 

quatre sucres en C6 les plus couramment rencontrés dans la nature (D-glucose, Dfructose, D-

mannose, galactose) ainsi que trois sucres en C5 (L-arabinose, ribose, D-xylose). De la même 

manière, ces souches utilisent le glycérol, le gluconate et le 2-cétogluconate suivant la même 
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voie d’assimilation que celle du glucose (Wood, 1955 ; Siegel et Phibbs, 1979). Elles utilisent 

aussi trois polyols (inositol, mannitol et sorbitol) dont la conformation est proche de celle des 

sucres en C6 cités plus haut. 

À l’opposé, très peu de polymères sont dégradés par ces bactéries. Seuls deux des six 

disaccharides testés (saccharose et tréhalose) et aucun des trisaccharides ou polysaccharides 

étudiés sont assimilés. L’assimilation ou non du saccharose, du tréhalose, des pentoses et des 

polyols par les Pseudomonas spp fluorescents saprophytes permet leur discrimination infra 

spécifique. 

 

3.2. Catabolisme du glucose 

Chez les Pseudomonas spp fluorescents, les premières étapes permettant l’assimilation du 

glucose aboutissent à la formation d’un composé clé, le6-phosphogluconate. Plusieurs voies 

sont responsables de la synthèse de ce composé.Habituellement, le glucose est oxydé en 

gluconate et 2-cétogluconate avant son entrée dans la cellule.Les enzymes intervenant dans 

ces réactions (glucose et gluconate déshydrogénases) sont des enzymes membranaires qui 

utilisent l’oxygène atmosphérique. Les électrons obtenus lors de l’oxydation du glucose sont 

transférés, via les cytochromes b et c, à la chaîne respiratoire (Wood, 1955). 

L’oxydation du glucose n’est cependant pas une condition obligatoire à son transfert dans la 

cellule où il peut directement pénétrer grâce à une perméase (Eisenberg et al, 1974). Ce 

dernier système présente un intérêt particulier puisque c’est le seul qui permet l’utilisation du 

glucose en anaérobie sous conditions dénitrifiantes (Hunt et Phibbs, 1983). Glucose, 

gluconate et 2-cétogluconate cytosoliques sont ensuite phosphorylés et convertis en 6-

phosphogluconate (Fig 3). 

 

Dans la Fig 3 on remarque, Le glucose consommé par les Pseudomonas spp fluorescents est 

donc transformé en totalité en 6-phosphogluconate (1). Et assimilé selon les voies d’Entner- 

Doudoroff (2).et du Shunt de l’hexose monophosphate (3). (Wood, 1955). L’energie extraite 

de ce catabolisme provient, en grande partie, des cycles de kreps et du glyoxylate alimentés 

par le pyruvate originaire de la voie d’Entner- Doudoroff (4). (Latour et lemanceau, 1997). 
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Figure 3 : Catabolisme des hexoses et des polyols chez les pseudomonas spp fluorescents 

saprophyte à oxydase positive 

 

3.3. Catabolisme des autres monosaccharides 

La voie d’assimilation du fructose utilisée par P.fluorescens et P. putida est identique à celle 

décrite chez P aeruginosa qui constitue l’espèce type du groupe des Pseudomonas spp 

fluorescents. Chez ces espèces, l’entrée du fructose dans la cellule se fait par l’intermédiaire 

du système phosphoenolpyruvate (PEP) par lequel le fructose est activé en fructose-1-P par 

une phosphotransférase.Ce composé est par la suite phosphorylé une seconde fois en fructose-

1,6-biP. Le fructose-1,6- biP peut alors être clivé par une aldolase, mais il rejoint plus souvent 

la voie d’Entner-Doudoroff après formation de fructose-6-P puis glucose-6-P (Roehl et 
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Phibbs, 1982).Contrairement au fructose, le mannose est un aldose. Mannose et fructose 

peuvent être inter convertis par un mannose isomérase (Palleroni et Doudoroff, 1956). Cette 

conversion permet au mannose d’emprunter la voie catabolique du fructose (Fig3). 

 

3.4. Catabolisme des disaccharides 

La molécule de saccharose est par ses propriétés physicochimiques un dérivé analogue du 

glucose, toutefois moins réactif ; sous cette forme, le glucose demeure donc protégé de 

nombreuses attaques enzymatiques. Alors que l’ensemble des Pseudomonasspp fluorescents 

présente l’aptitude de cataboliser le glucose et le fructose, seules certaines souches sont 

capables d’assimiler le saccharose. Chez les Pseudomonasspp, le saccharose subit une 

coupure intracellulaire par l’intermédiaire d’une phosphorylase selon la réaction : 

Saccharose + Pi                glucose-1-P + fructose.  (De Ley, 1960).  

L’assimilation du saccharose grâce à cette saccharase phosphorylase présenterait un avantage 

vis-à-vis de celle mettant en jeu une autre enzyme plus connue, l’invertase (saccharose                   

 glucose + fructose). En effet, non seulement l’énergie contenue dans la liaison glycosidique 

est préservée, mais les réserves en ATP ne sont pas sollicitées pour activer le sucre en sucre-

1-P (Gottschalk, 1979).Contrairement au saccharose, le tréhalose [D-glucose 1α - 1α D-

glucose] est rarement identifié chez les plantes vasculaires (Müller et al, 1995). En revanche, 

on le trouve dans les cellules de nombreux microorganismes. C’est un sucre caractéristique de 

nombreux champignons pour lesquels il représente une forme de stockage du glucose et joue 

le rôle d’osmorégulateur (Van Laere, 1989). 

 

4. Catabolisme des acides organiques 

4.1. Catabolisme des acides gras 

Les acides carboxyliques à longue chaîne saturée, appartenant à la série C6 – C10 (caproate, 

heptanoate, caprylate, pelargonate, caprate) sont fréquemment assimilés par les Pseudomona 

sspp fluorescents. Les Pseudomonas spp, comme de nombreux autres microorganismes 

aérobies, dégradent ces acides par β oxydation (Gottschalk, 1979) (Fig.4).  

Dans la Fig 4 on remarque que les acides organiques sont oxydés selon les réactions des 

cycles de kreps (1). Et du Glyoxylate (2). L’extraction et le stockage de l’énergie sous forme 

d’ATP se fait au niveau de la chaine respiration, dans laquelle les électrons sont fournis lors 

de la déshydrogénation du NADH et du succinate par les enzymes flaviniques membranaire 
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(3). En anaérobiose et sous conditions non dénitrifiâtes, la fermentation de l’arginine peut 

également produire de l’ATP (4). (Latour et lemonceau, 1997) 

 

Figure4 : catabolisme des acides organiques et des acides aminés chez les pseudomonas spp 

fluorescents saprophyte à oxydase positive. 

 

4.2. Catabolisme des acides dicarboxyliques 

L’oxydation d’acides dicarboxyliques différents de ceux présents dans le cycle de Krebs a 

également été décrite chez P.fluorescens. C’est le cas du malonate (Wolfe et al, 1954), du 

glutarate (Numa et al, 1964) et de l’itaconate (Cooper et Kornberg, 1964). L’oxydation de ces 

acides aboutit à chaque fois à la formation d’acétylCoA et de CO2. Les acides dicarboxyliques 

à longue chaîne carbonée (adipate, pimélate, subérate, azélate, sébacate) ne permettent pas, 

par contre, la croissance des Pseudomonasspp fluorescents. 
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4.3. Catabolisme des acides aromatiques 

De nombreux isolats de P.fluorescenset P.putida ont été cités en exemple comme souches 

capables de dégrader des molécules aromatiques plus ou moins complexes. Les voies 

permettant la dégradation de ces composés ne seront pas détaillées ici (Stanier et Ornston, 

1973 ; Dagley, 1986). Il faut cependant noter que les souches étudiées ont toujours été isolées 

de milieux pollués par des xénobiotiques ou des hydrocarbures. L’assimilation de composés 

aromatiques semble par contre moins courante chez les isolats provenant de sols non 

contaminés ou de la rhizosphère (Campbell et al, 1995 ; Latour et al, 1996).  

 

4.4. Catabolisme des acides aminés 

Les Pseudomonas spp fluorescents utilisent de nombreux acides aminés comme sources de 

carbone, d’azote et d’énergie (Palleroni, 1984). L’assimilation ou non d’un nombre important 

de ces composés (glycine, L-tryptophane, trigonelline, L-lysine, L-citrulline,...) par les 

Pseudomonas spp fluorescents saprophytes permet leur discrimination infraspécifique. Les 

voies d’assimilation des acides aminés sont nombreuses et peuvent être illustrées à partir de 

quelques exemples selon que la chaîne latérale de l’acide est apolaire, aromatique ou basique. 

 

4.4.1. Catabolisme des acides aminés à chaîne latérale apolaire  

Les acides aminés apolaires comme la D et L-alanine, leucine, isoleucine et la L-valine sont 

quasiment toujours utilisés comme substrats carbonés par les Pseudomonas spp fluorescents 

étudiés. Marshall et Sokatch (1972) puis Martin et al (1973) ont élucidé chez P.putida le 

catabolisme des formes L et D de la leucine, de l’isoleucine et de la valine. Ils montrent que 

ces voies mettent en jeu des enzymes communes. L’assimilation de ces acides aminés aboutit 

à la production d’acétoacétate, d’acétylCoA et de succinylCoA. 

 

4.4.2. Catabolisme des acides aminés à chaîne latérale aromatique 

Chez les Pseudomonas spp fluorescents qui peuvent utiliser ce composé, le L-tryptophane est 

attaqué par une L spécifique tryptophane-2,3-dioxygénase qui provoque la formation de 

formylLkynurénine, à son tour converti en L-kynurénine et formate. Une kynuréninase 

hydrolyse alors la chaîne latérale de la kynurénine libérant de l’alanine et un nouvel acide 

aminé aromatique, l’anthranilate (2-aminobenzoate). Ce dernier composé est transformé en 

catéchol et rejoint la voie dégradative des acides aromatiques présentée 

précédemment(Ornston, 1971). 
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La première étape de dégradation de l’histidine consiste en une désamination de l’acide 

aminé. L’urocanate est le premier composé intermédiaire formé, mais constitue également 

l’inducteur physiologique de cette voie (Hug et al, 1968 ; Newell et Lessie, 1970). Comme 

pour de nombreux autres acides aminés, le catabolisme de l’histidine permet la production de 

glutamate qui peut entrer dans le cycle de Krebs après une désamination en 2-cétoglutarate. 

 

4.4.3. Catabolisme des acides aminés à chaîne latérale basique 

Le catabolisme de la lysine emprunte trois voies distinctes : la voie de l’oxygénase, celle du 

pipécolate et celle de la cadavérine. L’existence de ces voies dépend de l’espèce et du biovar 

étudiés. Les P.fluorescens posséderaient les trois voies, les P.putida du biovar A les deux 

premières et les P.putida du biovar B la seule voie du pipécolate. La L-lysine apparaît être le 

substrat caractéristique de la voie acyclique de l’oxygénase tandis que la D-lysine est celui de 

la voie cyclique passant par le pipecolate. Chacune de ces voies est spécifiquement induite par 

la L ou la D-lysine et leurs intermédiaires respectifs (Chang et Adams, 1971 ; Fothergill et 

Guest,1977). 

 

5. Oxydation des xénobiotiques  

Le catabolisme des xénobiotiques par les Pseudomonas spp fluorescents se caractérise en 

effet par la variété et la plurifonctionnalité des enzymes dégradatives. Il présente de multiples 

voies périphériques permettant les premières attaques d’une gamme importante de composés 

(Golovleva et al., 1992). Enfin, certaines populations de Pseudomonas spp fluorescents ont la 

possibilité de dissimiler l’azote (Clays Josserand et al., 1995). Cette dissimilation est plus ou 

moins complète selon le groupe taxinomique considéré (Matsubara et Zumft, 1982). 

Ces bactéries contribuent donc, de façon significative, à la réduction des nitrates et des nitrites 

qui constituent des polluants des nappes phréatiques (Latour et Lemanceau, 1997). En raison 

de la richesse de leurs voies métaboliques, elles sont souvent capables de résister à de 

nombreux antiseptiques ou antibiotiques ce qui explique leur présence de plus en plus 

fréquente en milieu hospitalier où elles peuvent être isolées de l'environnement humide 

(Euzeby, 2008). 
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6. Hydrolyse de l’arginine 

L’arginine représente une source d’azote intéressante dans les milieux riches en matière 

organique.Elle constitue une source d’énergie en aérobiose et en anaérobiose. La complexité 

du catabolisme de l’arginine révèle l’intérêt de ce substrat pour les microorganismes. Il existe 

quatre voies distinctes d’assimilation de l’arginine chez P putida et au moins trois d’entre 

elles existent chez les autres espèces de Pseudomonas spp fluorescents (Cunin et al, 1986 

;Haas et al, 1990). Ces voies mettent en jeu d’autres acides aminés comme la citrulline, 

l’ornithine, la proline ou le 4-aminobutyrate. Elles sontlargement indépendantes les unes des 

autres et sont différemment utilisées selon les besoins bactériens. La voie de l’arginine 

déiminase est une voie caractéristique des Pseudomonasspp fluorescents saprophytes 

(Thornley, 1960). Elle fonctionne seulement en absence d'O2et sous conditions non 

dénitrifiantes, c’est-à-dire lorsque la chaîne respiratoire est totalement bloquée (Shoesmith et 

Sherris, 1960 ; Mercenier et al, 1980). C’est la seule voie fermentative connue chez ces 

bactéries. 

Léaction de ce complexe multi-enzymatique « ADH », dont le bilan peut s’écrire en laissant 

penser à une simple réaction d’hydrolyse, est en fait une succession de trois réactions 

enzymatiques englobant une séquence « classique » de phosphorylation au niveau du substrat. 

Arginine + H2O                NH3 + Citrulline 

Citrulline + Pi                Ornithine + Carbamylphosphate 

Carbamylphosphate + ADP               NH3 + CO2 + ATP 

 
 

7. Condition de croissance desPseudomonas  

Un Nombre important de ces bactéries présentent un caractère psychrotrophe avec une 

température minimale de croissance voisine de 4°C et une température optimale de l’ordre de 

28°C, tout en étant incapables de se multiplier à des températures supérieures à 35°C. (La 

croissance de certaines souches à des températures voisines de 45 °C a cependant été 

observée). 

Les Pseudomonas poussent facilement dans un pH situé entre 7 et 8, elles sont incapables de 

croitre à un pH inferieur ou égale à 6, l’optimum étant 7.2 (pallerony ,1984).Les 

caractéristiques métaboliques des principaux Pseudomonas sont données dans le tableau 2. 
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Tableau 2: caractéristique des principaux Pseudomonas.(Ligon et al.,2000) 

P.aeriginosaP.fluerescensP.putidaP.stutzeri 

Oxydase                  ++ +                 + 

Respiration de nitrate    + D-                  + 

Nombre de flagelle      1 >1>1                1 

Croissance a 4C°-+ D     - 

Croissance a 42C°  +-                           -                 D 

Pyocyanine+-                          -                  - 

Pyoverdine++                          +                - 

Arginine dihydrolase++                        +                - 

ONPGD -                           -               - 

Hydrolyse de l’esculine- -                           -                  - 

Lysine décarboxylase--                          -                  - 

Phénylalanine désaminase- -                    -                   + 

Amylase -  --                   + 

GélatinaseD+ -                  - 

LécithinaseD+ -                   + 

DNAseD- -                  - 

HémolyseDD -                   - 

Acétate*                                               ++ +                   + 

Glucose*                 ++ +                    + 

Trhhalose*               -+-                    - 

Maltose*                                              ---                     + 

Inositol*                   -+ -                     - 

Mannitol++-                     D 

Arginine*                 +++                     -  

Glucose **                                               ++                                     +                    + 

Fructose**                                               ++          +                     + 

Mannose**                                              D+          +                     + 

Lactose**                                                 -DD -  

Maltose**                                                -DD+ 

Mannitol**                                               D+DD 

* : Assimilation.              ** : Acidification oxydative. 

+ : positive.                - : négative.               D : variable. 
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8. Production des exopolysacharides  

Les espèces du genre Pseudomonas produisent une couche d’exopolysacharides entourant 

leurs cellules, la protègent de la phagocytose par les macrophages chez les mammifères. Cette 

couche d’exopolysacharides (E.P.S) leur permet de former des biofilms, grâce aux quels elles 

peuvent rester collées aux surfaces, de telle manière qu’il est difficile de les déloger (Viscaet 

al, 2007). Ce genre de produits est des polyhydroxyal canoates et d’alginates ainsi que 

d’autres substances métaboliques. Ce qui les rend d’un grand intérêt biotechnologique 

(Holloways,1992). 

 

9. Production des pigments  

Les Pseudomonas spp. Peuvent produire des pigments diffusant dans les milieux de culture. 

Deux types de pigments peuvent être synthétisés : des pigments fluorescents (pyoverdines), 

des pigments phénaziniques non fluorescents. 

La pyocyanine est un pigment bleu-vert, dérivé de la phénazine. La production de pyocyanine 

est largement favorisée par l'utilisation d'un milieu très bien aéré contenant peu de sels.P. 

aeurginosa est un des premiers microorganismes dont on a démontré que les 

pigmentsprésentaient un effet antibiotique (Young et al., 1984). La présence de ces 

pigmentspeut expliquer la colonisation dominante de P.aeruginosa et l'inhibition des autres 

bactéries qui sontnormalement présentes dans la flore de l'arbre respiratoire. La phénazine 

vient principalement inhiber la fonction ciliaire et par le fait même altérer la réponse 

immunitaire chez l'humain (Godfrey et al., 1984). 

La pyoverdine, pour sa part, est un pigment vert fluorescent dont la production est 

favoriséepar le mélange de phosphate-sulfate et de glycérol. 

 

10. Milieux favorisant la synthèse de pigments  

En raison de l’importance de ces pigments dans le diagnostic, leur recherche doit s’effectuer 

dans des milieux spéciaux favorisant leur synthèse. Les milieux les plus sensibles et plus 

utilisés sont les milieux de King. 

Le milieu de King A favorise sélectivement la production de pyocyanine et il convient 

également pour la mise en évidence des autres pigments phénazinique. Le milieu de King 

Bfavorise la production des pyoverdines. (Euzéby,2008). 
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1. Mécanismes d’antagonisme 

        Les Pseudomonas spp. Fluorescents produisent une gamme importante de métabolites 

secondaires, en plus des enzymes dégradant les parois cellulaires. Les plus caractérisées 

pyolutéorine de ces métabolites secondaires sont les: phénazines, phloroglucinols, , 

pyrrolnitrine, lipopeptides, et le cyanure d’hydrogène. Ces métabolites secondaires sont actifs 

vis à vis d’une large gamme de bactéries et de champignons (Fig.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Les principaux antibiotiques produits par les souches de biocontrôle jouent un rôle 

central entre les éléments impliqués dans les interactions : Pseudomonas de biocontrôle, 

plantes, pathogènes, prédateurs, coopérateurs et sol (Dubuis et al., 2007). 

 

1.1. Antibiose  

          L’antibiose consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogène via la 

production de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques. Les souches de 

Pseudomonas produisent une variété de métabolites antifongiques puissants impliquées dans le 

biocontrôle, par exemple l’acide cyanhydrique (HCN), la viscosamide, la pyolutéorine, le 2,4-

diacetylphloroglucinol (DAPG), la pyrrolnitrine, les phénazines, les butyrolactones, les tensines 

et les tropolones (Defago, 1993 ; de Souza et al., 2003 ; Haas et Defago 2005). D’autre part 

l’oligomycine A, la kanosamine, la zwittermicine et la xanthobacine sont produites par Bacillus 

spp. , Streptomyces spp et Stenotrophomonas spp. (Milner et al., 1996 ; Nakayama et al., 

 



Chapitre III            antagonisme et substances produites par Pseudomonas 

 

22 
 

1999). Certaines souches de PGPR ont la capacité de dégrader les parois cellulaires fongiques à 

travers la production d´enzymes hydrolytiques tels β-1,3-gluacnase, exo- et endo-

polygalacturonases, pectinolyases, cellulases et chitinases (Whippes, 2001). 

 

Tableau 3 : Principaux antibiotiques sécrétées par les Pseudomonas fluorescents 

(modifié de Dwivedi et al., 2003). 

 

1.1.1. Les phénazines 

            Plusieurs espèces de Pseudomonas ont la capacité de produire des phénazines. Ces 

métabolites ont de différentes fonctions biologiques notamment dans la virulence de la bactérie 

(Mahajan-Miklos et al., 1999; Mazzola et al., 1992; Wang et al., 2011). Plusieurs phénazines 

tel que : la pyocyanine (1-hydroxy-5-methyl-phénazine), l’acide phénazine-1-carboxylique 

Nom Structure moléculaire 

 

2,4-Diacétylphloroglucinol 

 

 

 

Pyolutéorine 

 

 

 

Pyrrolnitrine 

 

 

 

Phénazines 

 

 

 

Mupirocine 
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(APC), le 1-hydroxyphénazine et la phénazine-1-carboxamide (PCN) sont produites par P. 

aeruginosa (Budzikiewicz, 1993). Ces composés ont une activité d’oxydo-réduction. Les deux 

loci phzA1B1C1D1E1F1G1 et phzA2B2C2D2E2F2G2 sont à l’origine de la production de 

l’APC. Ce dernier est transformé en pyocyanine et PCN grâce aux trois gènes phzM, phzS, et 

phzH (Mavrodi et al., 2001). 

 

1.1.2. La pyocyanine (PYO) 

Le principal pigment phénazinique produit par Pa est la pyocyanine. Ce  métabolite  

secondaire  est  retrouvé  en  large  quantité  :  jusqu’à  27,3  µg/ml  (~  130  µM)  dans  les  

mucus  de  patients  atteints  de  mucoviscidose présentant une infection chronique à P.a 

(Wilson et al., 1988). Chimiquement,  la  PYO  est  la  N-méthyl-1-hydroxyphénazine,  elle  est  

peu  soluble  dans  l’eau,  mais  soluble  dans  le  chloroforme  et  dans  les  solvants  

organiques  (Méthanol,  Ethanol…).  En  solution  aqueuse,  la  PYO  présente  la  propriété  de  

changer  de  couleur  en  fonction du pH et de son état d’oxydation:  la PYO oxydée est rouge 

en milieu acide (pH< 4,9) et bleue en milieu neutre et alcalin. 

  La biosynthèse de ce composé semble débuter avec l’acide shikimique duquel est tiré 

le chorismate qui sera transformé en acide 2,3-dihydro-3-oxoanthranillique. Ce dernier pourra 

alors se dimériser pour former le premier composé de la famille, soit l’acide phénazine-1-

carboxylique (PCA). C’est à partir du PCA que sera dérivée la pyocyanine. 

 

 L’effet antimicrobien de la pyocyanin 

L’activité antimicrobienne de la pyocyanine pourrait ainsi être expliquée par sa capacité 

à induire un stress oxydatif. Hassan et Fridovich (1980) ont observé qu’Escherichia coli est 

sensible à la pyocyanine lorsqu’elle est cultivée en milieu minimum, et qu’elle l’est nettement 

moins lorsque le milieu est enrichi en extrait de levures. Ils ont constaté que l’ajout de PYO 

dans le milieu enrichi induit l’expression des enzymes antioxydantes, la catalase et dans une 

moindre mesure le superoxyde dismutase (SOD), et que l’ajout de SOD et de catalase exogène 

protège les cellules de la toxicité de pyocyanine. 

            Ces auteurs ont donc suggéré que la pyocyanine génère de l’anion superoxyde (O2 -.) et 

par dismutation du peroxyde d’hydrogène (H2O2) à l’extérieur de la cellule, puis qu’une partie 

d’H2O2 traverse la membrane cellulaire et induit l’expression de catalase. Voggu et al. (2006) 

ont observés que la coculture de Staphylococcus aureus en présence de Pa induit l’apparition 
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de souches de Staphylococcus aureus communément appelées "Small-colony variants SCVs" 

Variants petites colonies, ce phénomene est due à la sécrétion de la pyocyanin par P.a. 

           La pyocyanine joue aussi  un rôle primordiale  dans l’inhibition de Candida albicans ,en  

effet,  plusieurs  études  cliniques  ont  mentionné  la  limitation  de  croissance  de    C. 

albicans par Pa. De  plus, un traitement  antibiotique ciblant  P.a a pour conséquence une 

prolifération de C. albicans (Kerr, 1994). 

           Des  études  préliminaires  ont  permis  de  mettre  en  évidence  in  vitro l’effet  négatif  

exercé  par  certains  métabolites  tels  que  la  PYO  et  l hydroxyphénazine  sur  la croissance  

de  C.  albicans  (Kerr,  1994;  Kerr,  et  al.,  1999).  La  première  étude  (Hogan  et Kolter,  

2002)  a  clarifié  les  conditions  dans  lesquelles  Pa  et  C.  albicans interagissent : 

l’interaction de Pa avec C. albicans se déroule lorsque les bactéries sont en phase stationnaire 

de croissance et que les champignons sont sous forme filamenteuse. Elle aboutit au terme de 72 

h de coculture à l’agglutination d’un conglomérat bactérien autour de filament puis à la 

formation d’un biofilm autour des colonies bactériennes entraînant la mort du champignon. 

            L’utilisation des souches mutées sur les gènes de synthèse des phénazines et de la PYO 

s’est traduit par une réduction marquée de l’activité fongicide de Pa (Mahajan-Miklos et 

al.1999). 

 

1.1.3. Phloroglucinols 

           Les phloroglucinols sont des antibiotiques à large spectre, produits par une large variété 

de souches bactériennes. Le 2,4-diacétyl phloroglucinol (DAPG) est aussi un antibiotique 

phénolique à large spectre d’action produit par P. fluorescens Pf-5 (Howell et Stipanovic, 

1979), P. fluorescens F113 (Fenton et al., 1992), P. fluorescens CHAO (Keel et al., 1992) et P. 

fluorescens Q2-87 (Bangera et Thomashow, 1996). Cet antibiotique possède aussi une activité 

herbicide, ressemblant à l’acide 2, 4-dichlorophénoxyacétique (2, 4-D) un herbicide de post-

émergence, pour le contrôle des mauvaises herbes des céréales, de la canne à sucre et d’autres 

plantations. Le DAPG induit aussi la résistance systémique chez les plantes, et joue donc le rôle 

d’un éliciteur des phytoaléxines (Dwivedi et Johri 2003). 

 

1.1.4. Pyrolnitrine (PRN) 

             La pyrolnitrine (PRN) (3-chloro-4-(2'-nitro-3'-chlorophenyl) un composé pyrrole, est 

produite par les Pseudomonas spp. fluorescents comme P. fluorescens (Kirner et al., 1998) et 

P. chlororaphis (Elander et al., 1968). La pyrrolnitrine a trouvé son application comme 

composé à usage clinique pour le traitement des mycoses cutanées plutôt que fongicide agricole 



Chapitre III            antagonisme et substances produites par Pseudomonas 

 

25 
 

(Hammer et al. 1997, McSpadden Gardener et Fravel, 2002). La production de ce composé par 

P. fluorescens est impliquée dans le contrôle de certains agents pathogènes racianires comme 

R. solani, Verticilium dahliae, G. graminis et Fusarium oxysporum (Howell et Stipatovic1979, 

Homma et al.,  1989). 

 

1.1.5. Pyolutéorine (PLT) 

           La pyolutéorine, un autre antibiotique produit par différents Pseudomonas. Les souches 

produisant la PLT sont à l’origine de la suppression de nombreuses maladies telluriques 

(Howell et Stipanovic 1980; Défago et al., 1990; Maurhofer et al., 1994). Cette molécule, 

isolée pour la première chez P. aeruginosa, est composée d’un anneau résocrinol synthétisé par 

la voie de polycétide, relié à une partie pyrolle bichlorée (Nowak-Thompson et al., 1997, 

1999), possèdant un pouvoir fongitoxique efficace contre les oomycètes, notamment Pythium 

ultimun (Maurhofer et al., 1992). 

 

 

1.1.6. Mupirocine 

Plus connu comme l’acide pseudomonique, est un antibiotique polycétide naturellemnt présent 

chez les Pseudomonas spp. Fluorescents. La mupirocine produite par P. fluorescens NCIMB 

10586, est d’une activité élevée contre Staphylococcus aureus et d’autres bactéries à Gram 

positif (El-sayed et al., 2001). C’est un antibiotique largement utilisé dans les maladies 

tropicales (Carcanague, 1997). 

 

1.1.7. Antibiotiques peptidique 

Les antibiotiques peptidiques sont aussi bien produits par les bactéries à Gram positif (Katz et 

Demain, 1977) que celles à Gram-négatif (Dowling et O'Gara, 1994), par une synthèse 

multienzymatique non-ribosomique (Kleinkauf et Dohren, 1996). Récemment, il a été 

démontré que des Pseudomonas spp. fluorescents produisent des lipopeptides cycliques 

(CLPs). La tensine produite par P. fluorescens 96.578, a montré un effet potentiel sur le 

basidiomycète R. solani (Nielsen et al., 2000). La Viscosinamide un autre lipopeptide cyclique 

produit par P. fluorescens DR54 (Nielsen et al., 1999), est aussi actif sur R. solani par la 

réduction de la biomasse mycélienne et donc la formation de sclérotes (Thane et al., 2000). 

L’Oomycin A est un antibiotique produit par P. fluorescens HV37a, est à l’origine de la 

suppression du damping-off du coton causé par P. ultimurn (Gutterson et al., 1988). 
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1.1.8. Enzymes dégradant les parois fongiques 

            L’excrétion d’enzymes qui dégradent les parois cellulaires fongiques est fréquemment 

impliqué dans les attaques des champignons phytopathogènes (Martin et Loper 1999; Nielsen 

et Sorensen, 1998; Picard et al., 2000). La lyse des parois cellulaires, par les enzymes 

dégradatives excrétées par les microorganismes est une fonction bien connue du 

mycoparasitisme. La Chitinase, la β-1,3 glucanase et la cellulase sont d’importantes enzymes 

spécialement dans le contrôle fongique, par leurs activités dégradatives des composés des 

parois cellulaires tels que : la chitine, le β1-6 glucane et les ponts glucosidiques (Schroth et 

Hancock, 1981; Chet, 1987; Lorito et al., 1996). 

            Les microorganismes excrétant la chitinase ont été rapportés comme des agents de 

biocontrôle efficaces (Ordentlich et al., 1988; Inbar et Chet, 1991). Le contrôle biologique de 

Fusarium solani, se fait essentiellement via les activités des laminarinase et chitinase chez P. 

stutzeri YPL-1 (Lim et al., 1991). P. cepacia produisant la β-1,3 glucanase, réduit l’incidence 

des maladies causées par R. solani, P. ultimurn et Sclerotium rolfsii (Fridlender et al.,1993). 

Nielsen et al. (1998) ont rapporté que dans la rhizosphère de la betterave à sucre, les 

Pseudomonas spp.fluorescents inhibaient R. solani par production d’endochitinase. 

 

1.2. Les sidérophores de P.aeruginosa 

Pour subvenir à ses besoins en fer, P.aeruginosa synthétise et sécréte deux sidérophores, la 

pyoverdine (Pvd) et la pyochéline (Pch).la Pvd est le sidérophore majeur produit par cette 

bactérie et se caractérise par une très forte affinité pour le fer (1032 M-1) (Abdallah and Pattus, 

2000 ; Albrecht-Gary et al., 1994). La Pch est un sidérophore produit en plus faible quantité et 

qui présente une plus faible affinité pour le fer (1018 M-1). 
        

 Pyoverdines 

        Ces composés sont les sidérophores typiques des Pseudomonas fluorescents comme P. 

aeruginosa et P. fluorescens. La pyoverdine de P. fluorescens est un pigment vert/jaune 

fluorescent sous la lumière UV qui est directement impliqué dans un transport de haute affinité 

du fer vers la cellule (Budzikiewicz,. 1993). La découverte de plus d’une cinquantaine de 

dérivés de la pyoverdine a contribué à augmenter l’intérêt pour l’utilisation de sidérophores 

comme fongicide et biopesticides,  en plus d’ouvrir une nouvelle avenue pour la classification 

des Pseudomonas sp. (Meyer,. 2000 ; Wilson,. 1997). Leur structure consiste en un 

chromophore dihydroxyquinoline flanqué d’une chaîne de peptide à 6-12 acides aminés liée au 



Chapitre III            antagonisme et substances produites par Pseudomonas 

 

27 
 

groupement carboxyle et à un acide dicarboxylique connecté sur le groupement NH2 du 

chromophore (Fernandez, et…2003). 

 

 

 

 

 

 

                                  Figure 6 : structure de la pyoverdine. 

 

1.4. L’acide cyanhydrique (HCN) 

            L’acide cyanhydrique (HCN) qui est produit par plusieurs Pseudomonas sp est un 

métabolite secondaire responsable de l’activité biologique contre divers champignons (Haas, 

D., and C. Keel. 2003). Ce composé volatil est un facteur de virulence qui peut s’avérer 

toxique. 

 

2. Effets de la salinité sur les Pseudomonas 

         Le métabolisme des Pseudomonas des diverses niches écologiques est contrôlé par le 

degré de salinité et des facteurs environnementaux. Son activité antagoniste est due 

principalement à la sécrétion des métabolites. Ces bactéries sont également connues par le 

contrôle des agents phytopathogènes dans les sols salins (Prabhakaran et al 2014). Dans leur 

habitat naturel, les Pseudomonas sont fréquemment exposés à des variations de pression 

osmotique du milieu environnant. En effet, la salinité élevée du sol peut interférer avec la 

croissance et l’activité des Pseudomonas.  

           La membrane cytoplasmique de ces bactéries est perméable à l’eau mais constitue une 

barrière efficace vis-à-vis des solutés du milieu et des métabolites présents dans le cytoplasme 

(Csonka, 1989). La circulation des molécules d’eau à travers cette bicouche lipidique est 

accélérée par la présence de canaux dits aqueux (Kempf et Bremer, 1998).  
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1. L’obtention des souches 

1.1. Souches de références (souches tests). 

        Les souches de références utilisées dans notre travail sont   : Bacillus cereus 

ATCC10876, Escherichia coli ATCC25922 et Candida albicans ATCC 10231. Nous 

ont été fournies par le laboratoire  de recherche de microbiologie et biologie végétale     

(université de Mostaganem). 

Les deux souches de Staphylococcus aureus et Salmonella nous ont été fournies par 

le laboratoire pédagogique de microbiologie (université de Mostaganem).La 

croissance des souches  a été  réalisée à 37°C sur différentes  milieux  solide Hectoen, 

milieu Chapman, la gélose nutritive et le milieu OGA. 

 

1.2. L’obtention des souches antagonistes  

La souche de Pseudomonas utilisées dans notre travail a été fournie par le 

laboratoire de microbiologie et biologie végétal (Université de Mostaganem), 

l’isolement de ces souches a été effectué à partir des sols salés de la plaine de Mina 

selon la carte de salinité. La souche PA1  appartient  à Pseudomonas aeruginosa. 

1.3. Purification et conservation des souches 

          La purification des souches a été effectuée selon la méthode de stries simple sur 

les milieux cités auparavant et incubés à 37°C pendant 24 à 48 heures. 

Les souches obtenues sont conservées à 4 °C dans des tubes contenant la gélose 

inclinée après 24 heures d’incubation à37°C pour chaque souche. 

 

1.4. Test d’antagonisme in vitro 

 
Le but de ce test est de sélectionner les souches les plus compétitives afin 

d’obtenir uniquement celles qui possèdent des caractères de performance. 

 

Ce test consiste à déposer la souche de Pseudomonas en trait dans des boites 

de pétri contenant le milieu king B, après incubation de 48h a 30°C on ensemence 
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aseptiquement des  traits Perpendiculaire au trait de Pseudomonas des 

microorganismes tests pour détecter le pouvoir antagoniste des Pseudomonas étudiés. 

La lecture des résultats consiste à mesurer la distance des zones d’inhibition 

entre la souche antagoniste et la souche testée. 

 

2. Production et extraction de substances antimicrobiennes 

          La recherche des métabolites à effets antimicrobiens a été effectuée chez les 

souches ayant manifestées un pouvoir antagoniste vis-à-vis des souches pathogènes 

fongiques et bactériennes testés. 

Dans ce contexte nous avons réalisés plusieurs  protocoles afin d’obtenir un extrait 

sec soluble dans l’eau ou dans le méthanol. 

 

2.1. Production de la pyocyanine par l’utilisation du milieu King A 

On ensemence la souche performante de Pseudomonas aeruginosa dans une 

boite de Pétri contenant le milieu King A solide suivie d’une incubation à 30°C 

pendant 24 h. La production de pyocyanine in vitro a été recherchée dans le milieu 

King A liquide. Les isolats bactériens sont mis en incubation pendant 72 h à 28°C, 

sous agitation permanente (180 rpm).  

Les cultures de production sont centrifugées, puis le surnageant extrait avec le 

chloroforme. La phase organique contenant la pyocyanine, est d’abord filtrée, ensuite 

évaporée sous vide. L’extrait sec est remis en suspension dans du méthanol. 

 

3. L’effet antimicrobien de la pyocyanine sur les souches  pathogènes 

testées: 

L’évaluation de l’effet antibactérien et antifongique de la pyocyanine a été 

établie par l’utilisation de la méthode de diffusion en milieu solide, on a Proposé le 

milieu  Mueller Hinton gélosé (Annexe) comme milieu de culture pour cette étude. 

 

3.1. Préparation de l’inoculum bactérienne  

        A l’aide d’une anse stérile, on prélève une colonie à partir des  souches 

pathogènes à tester incubées sur gélose nutritif, qu’on introduits ensuite dans 5 ml de 

bouillon nutritif, et on incube à 37°C pendant 18 heures. Une suspension bactérienne  
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préparée à partir ces cultures jeunes afin d’ajuster la turbidité (par un 

spectrophotomètre à 625 nm) à raison de 0.08 à 0.1 (équivalente au standard 0,5 de 

Mac Farland).  

 

3.2. Préparation de la solution d’antibiotique à partir des deux extraits 

bruts : 

        On solubilise 0.01g d extrait sec de la pyocyanine dans 8 ml d’éthanol afin 

d’obtenir une solution de concentration équivalente à 1.25mg /ml. 

 

3.3. Préparation des disques 

         Des disques cellulosiques (Annexe) de 6 mm de diamètre et une épaisseur de 

0.25mm, sont d’abord stérilisés par l’autoclavage, puis imprégnés pendant une heure 

dans les solutions d’antibiotiques avant l’application du test. 

 

3.4. L’application de la méthode de diffusion 

On a appliqué cette méthode sur le milieu MH gélosé, Un volume de 20 ml de 

MH est coulés en boîte de Pétri. Le 1 ml d’inoculum déposé sur le milieu est étalé à 

l’aide d’un étaloir. Après 5 minutes, l’excédent d’inoculum est éliminé par aspiration. 

Les disques submergés par la solution de pyocyanine sont déposés à l’aide d’une 

pince flambée ; sur la surfaces du milieu ensemencé. L’incubation se fait à 37°C 

pendant 24 heures. La lecture de résultats se fait par la mésure des zones d’inhibition 

autour de disques. 

 

4. Effet de la salinité et de température sur la production de la pyocyanine 

4.1. Effet de la salinité 

        On ajoute des concentrations croissantes de NaCl  à des flacons contenant 80 ml 

de  milieu King A liquide à des raison de  (2,5; 5;10; 12.5; 15; 17.5; 20; 25 et 30 g/l 

de NaCl) ensemencé par 3ml de préculture de Pseudomonas aeruginosa. Les cultures 

sont mises en incubation pendant 72 h à 28°C, sous agitation permanente (180 rpm).  

 

4.2. Effet de la température  

         Les cultures préparées à des différentes concentrations de NaCl sont incubées à 

différents température (28°, 30° et 37°C) à raison de trois répétitions. 
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4.3. Dosage de la pyocyanine. 

La Mesure de la production de la  pyocyanine a été évaluée selon la méthode 

de Kurachi 1958. En bref, on ajout 3 ml de chloroforme au 5 ml de surnageant des 

cultures préparés. Après extraction, on transfère   la couche de chloroforme dans un 

nouveau tube et on le mélange avec 1 ml de HCl 0,2M. Après centrifugation, on 

enlève la couche supérieure (HCl 0,2 M) pour être mesuré dans un spectrophotomètre 

à 520nm. Les valeurs sont exprimées en mg/ml de surnageant après la multiplication 

de l’absorbance au constante qui est égale à 17,072  (Kurachi, 1958). 

 

5. Production, extraction  et caractérisation de la pyoverdine 

         On ensemence la souche performante de Pseudomonas fluorescens dans des 

tubes contenant 3ml de bouillon nutritif (Annexe A) et incubés pendant 24 h. Chaque 

tube est versé dans  un flacon de  250ml  contenant  80ml  de King B liquide,  les  

flacons  sont  incubés  dans  un incubateur agitateur à 30°C pendant 48h avec une 

agitation de 250t/min.  

 

5.1. L’extraction de la pyoverdine 

        La culture est centrifugé à 6000t/min pendant 10 min, on ajoute ½ le volume du 

surnageant  du  mélange  chloroforme/phénol  (1V/1V)  dans  un  ballon  à  décanter,  

on  le laisse décanter  puis on prend la phase organique, on ajoute à cette phase 1,5 le 

volume de diéthyléther on agite bien puis on le laisse se séparé pendant environ 3h 

dans un ballon à décanter, la phase organique est passé à travers un papier filtre 

contenant le sulfate de sodium anhydre (Meyer & Abdellah, 1978). 

 

6. Effet de la salinité et de température sur la production de la pyoverdine 

        Dans cette partie de notre travail nous avons testés l’effet de la salinité et la 

température sur la production de la pyoverdine.  

 

6.1. Effet de la salinité 

On ajoute des concentrations croissantes de NaCl  à des flacons contenant 80 

ml de  milieu King B liquide à des raison de  (2,5; 5;10; 12.5; 15; 17.5; 20; 25 et 30 

g/l de NaCl) ensemencé par 3ml de préculture de Pseudomonas fluorescens . Les 

cultures sont mises en incubation pendant 72 h à 28°C, sous agitation permanente 

(180 rpm).  
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6.2. Effet de la température  

        Pour testés l’effet de la temérature nous avons choisi deux température pour la 

production de ce métabolite 28 C° et 30 °C à raison de trois répétitions pour chaque 

température. 

 

6.3. La quantification de la pyoverdine 

         La quantification de la pyoverdine a été faite par la  mesure du 

couple « longueur d’onde (λ) absorbance (A). A l’aide de la loi de beer-Lambert  (A= 

ε .l. C) où A et l’absorbance, ε le coefficient d’extinction molaire (ε400=e=20.000.M-

1cm-1 soit C= A400/20.000(Meyer & Abdellah, 1978). 
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1. Sélection des Pseudomonas à pouvoir antagoniste  

Les résultats obtenus (tableau n°4), dans nos essais d’antagonisme in vitro montrent que l’effet 

antagoniste exercé n’est pas spécifique, le spectre d’action de la souche de pseudomonas est 

variable. L’activité antagoniste de la souche PA1 sur le milieu solide montre un large spectre 

touchant aussi bien les bactéries et les  levures. 

Tableau N°4 : Zone d’ihnibition de l’avtivité antagoniste in vitro (en mm)  

                                        La souche d’antagoniste 

La souche à tester 
PA1 

Candida albicans ATCC 10231 5 

Candida albicans 4 

Bacillus cereus ATCC10876 16 

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 0 

Escherichia coli ATCC 25922 4 

Salmonelle 6 

 

2. Activité de souche Pseudomonas aeruginosa 

L’activité de l’isolat PA1 (tableau n°4)exerce un effet antagoniste important sur  83 % des 

souches étudiées avec une zone d’inhibition qui varie de 4 à 16 mm sur les souches testés, et 

aucun effet contre P.a. 

 

Figure N°8 : Activité antagoniste de la souche PA1 vis-à-vis les souches tests  
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Figure N°7 :l’histogramme représente les zones d’ihnibition de l’activité antagoniste de la  

souche PA1. 
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