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Introduction géneérale

Depuis que I'utilisation répandue de la chimiothérapie antimicrobienne a commencé dans
les années 1950, il est apparu, grace a la surveillance des résistances, que presque tous les
microorganismes  pathogénes avaient développé une résistance a des agents
chimiothérapeutiques. Devant cette situation alarmante, I’utilisation appropriée des antibiotiques

restent absolument nécessaire pour prolonger la durée de validité clinique de ces molécules.

Cependant, la solution a long terme pour contrer les résistances microbiennes est de

développer ou rechercher de nouvelles molécules (Saisivam et al., 2008).

Les scientifiques sont continuellement a la recherche de nouveaux microbes produisant des
antibiotiques parce que les souches pathogenes résistantes aux médicaments émergent plus
rapidement que le taux de découverte de nouveaux médicaments et d'antibiotiques (Kumar et
al., 2010). Par conséquent, un certain nombre d'antibiotiques capables de lutter contre les
bactéries pathogenes ont été découverts. Il existe de nombreuses sources ou les antibiotiques
peuvent étre decouverts, cependant, le sol est la source la plus importante pour la découverte de
nouveaux antibiotiques. Selon Dulmage et Rivas (1978), les micro-organismes du sol ont été
continuellement criblés pour leurs métabolites actifs biologiques utiles, tels que les antibiotiques

depuis longtemps.

Parmi ces microorganismes, les champignons représentent un groupe d’organismes
majeurs a la fois dans le fonctionnement des écosystemes mais également dans des applications
biotechnologiques qu’ils peuvent potentiecllement diriger (Schmit et Mueller, 2007 ; Bérdy,
2005) On peut par exemple citer la découverte en 1928 de la pénicilline produite par une souche
fongique Penicillium notatum , qui ouvrira la voie a la biosynthése d’antibiotiques utilisés dans

la pharmacopée depuis 1940 (Carson et Hartwell, 1985 ; Gertz et al., 2009).

Dans les milieux chauds serait fort probable d’au temps plus, qu’il a été prouvé que les
moisissures isolées a partir des sources thermales, peuvent synthétiser plus de métabolites

secondaires caractérisés par une stabilité biologique et chimique (Benghrieb et Gerboua, 2018).

Dans ce contexte, 1’objectif principal du présent travail consiste a I’étude de D’activité
antimicrobienne d’isolats fongiques sélectionnés a partir d’une source thermale Hammam

Abdallah (Bouhama-Mila).
Pour ce faire, ce travail comporte les parties suivantes :

» La premiére partie est consacrée a une revue bibliographique qui rassemble des donnees
générales, partagee en deux chapitres ayant trait aux géneralités sur le sol ; les

moisissures et I’activité antibactérienne de la flore fongique.

——
=
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Introduction géneérale

» La deuxiéme partie illustre une description des protocoles expérimentaux utilisés, d’une
part, lors des prélévement, isolement, purification, identification des souches fongiques
(macroscopique et microscopique) et d’autre part, lors de la mise en évidence, in vitro, de
I’activité antibactérienne et ceci par 1’utilisation de différentes techniques ; la technique
des cylindres d’agar, la technique des disques et la technique des puits.

» Ainsi qu’une troisiéme partic démontrant les résultats obtenus en ce qui concerne les
différentes expériences effectuées et leur interprétation.

» Enfin, terminer ce travail par une conclusion générale qui résume I’ensemble des résultats

obtenus et ouvre des perspectives de recherche sur le theme étudié.

——
N
| —
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CHAPIIRE I:
Le sol




Chapitre | : Le sol

1. Généralités

Le sol est un environnement ou cohabitent les racines des végétaux, les animaux et les
microorganismes, c’est un assemblage complexe de substances minérales et organiques, gaz et
d’eau, a l'intérieur du quel se déroulent des phénoménes de catabolisme et de anabolisme. A
cause de son hétérogénéité, il abrite des populations de microorganismes a des particularités
biologiques et biochimiques tres diverses. L’activité de ces populations est influencée par divers
facteurs : température, potentiel Hydrogéne, profondeur du sol, humidité et présence des
substances organiques et inorganiques. Les microorganismes présents dans le sol sont impliqués
dans le recyclage de nombreux éléments chimiques (carbone, azote, et d’autres), surtout ceux
impliqués dans la formation et la dégradation de I’humus et ceux ayant un réle important dans la
solubilisation des composants organiques et inorganiques inaccessibles aux plantes (Kebir
,2012).

2. Définition du sol

Plusieurs definitions ont été adoptées par des scientifiques parmi lesquelles on a:

> Le sol est un des compartiments essentiels de 1’écosystéme agissant comme régulateur et
révélateur de nombreuse réaction écologique par ses caracteres physiques, chimiques et
biologiques a court et a long terme: «soil should be the best over all réflection of

ecosystem process » (Davet, 1996).

> Selon (Pedro, 1996), le sol est un véritable laboratoire biologique ou se déroulent des

réactions qu’on ne trouve nulle part ailleurs.

» (Gobat ,1998), définit le sol comme la couche la plus externe, marquée par les étre
vivants de la croute terrestre. Il est le si¢ge d’un échange intense de matiére et d’énergie
entre 1’air, I’eau et les roches. Le sol, en tant que partie de I’écosysteme, occupe une

position clé dans les cycles globaux des matieres.

» 1l figure parmi les habitats les plus diversifiés et renferme certains des assemblages les
plus variés d’organismes vivants. I1 constitue 1’'un des écosystemes les plus complexes de
la nature. Aucun autre habitat n’abrite une densité d’espéces aussi €levée que le sol
(FAO, 2001).

» D’apres (Calvet ,2003), le sol est consideré comme la partie superficielle des roches

altéré par les agents climatiques, biologiques et anthropiques.

——
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Chapitre | : Le sol

» Le sol ne constitue pas un environnement homogéne, mais une mosaique d’habitats avec
pour chacun des populations microbiennes propres, le nombre et le type d’organismes
varient d’un systéme et d’un milieu a 1’autre. Le nombre, la composition et la diversité
des espéces dans un sol donné dépendent de nombreux facteurs, notamment 1’aération, la
température, 1’acidité, I’humidité, la teneur en éléments nutritifs et en substrat organique.

La rhizosphére représente un compartiment d’intérét majeur (Marilley et al., 2007).

» C’est un environnement complexe par sa structure physique, sa composition chimique et
sa diversité en organismes vivants (notamment en microorganismes) (Cherif et al.,
2009).

» Le sol est formé de plusieurs couches (horizons), I’ensemble de ces horizons que 1’on

distingue sur une coupe se nomme "SOLUM" (Kebir ,2012).

» Le sol est I'une des proprietes les plus précieuses de I'Homme. Il permet la vie des

plantes, des animaux et des humains sur Terre (Osman, 2013).

» Le sol est un écosysteme complexe, un filtre et un bioréacteur indispensable a la vie sur
terre (Locatelli, 2015).

3. Les propriéteés du sol

Les paramétres physico-chimiques d’un sol, sont considérés comme des indicateurs de la

qualité physique et chimique des sols (Tessier, 1999 ; Debeyser, 2003 ; Rahoui et al. 2001).
e LepH

Le pH, abréviation de « potentiel Hydrogéne », est un coefficient qui caractérise 1’acidité
ou la basicité d’un sol. Il définit la concentration d’ions H* dans la phase liquide du sol. Par ses
interactions avec de nombreux processus chimiques et biologiques, le pH conditionne et refléte
la disponibilité des éléments dans le sol. Il constitue donc un indicateur utile, en combinaison

avec d’autres, pour appréhender la fertilité chimique des sols (Boruta et al. 2016).
e Lacapacite d'échange cationique (CEC)

C’est la quantité de cations que celui-Ci peut retenir sur son complexe adsorbant a un pH
donné. La CEC est utilisée comme mesure de la fertilité d'un sol en indiquant sa capacité de
rétention des éléments nutritifs. Les sols ayant une CEC élevée peuvent retenir davantage de
cations et possédent une plus grande capacité a les échanger que les sols ayant une faible CEC
(Kuderika et al. 2018).




Chapitre | : Le sol

Les cations les plus souvent mentionnés dans les rapports d'analyses de sol sont les

suivants : le potassium (K*), le magnésium (Mg?* et le calcium (Ca?*).

Certains rapports indiquent aussi I'hydrogene (H*) et le sodium (Na*) car ceux-ci sont les
plus intéressants d'un point de vue nutritif pour la plante... Plus le sol n’est riche en argile et

matiere organique, plus sa CEC est importante (Zupancdica et al, 2018).
e Matiére organique (MO)

La matiére organique est le principal indicateur de la qualité des sols, que ca soit pour les
fonctions agricoles ou environnementales parmi les quelles la séquestration du carbone et la
qualité de 1’air (Calvet, 2003). Comme c’est le principal déterminant de I’activité biologique, la
quantité, la diversité et 1’activité de la faune et des microorganismes sont en relation directe avec

sa présence (Davet, 1996 ; FAQO, 2002).

La matiére organique et I’activité biologique qui en découle ont une influence majeure sur
les propriétés physiques et chimiques des sols (Robert, 1996). Le carbone des sols affecte aussi
la dynamique et la biodisponibilité des principaux éléments nutritifs (FAO, 2002 ; Calvet,
2003).

4. La biologie du sol

Le sol est un environnement complexe et hétérogene que ce soit par sa structure, ses
parametres physico-chimiques (Jayanthi et al., 2016). Constitué d’un réservoir exceptionnel de
microorganismes (Davet, 1996) ;(faune et flore) tels que : les bactéries, les champignons, les

algues, ainsi qu’une faune trés variée allant des protozoaires aux mammiferes.

Tous ces organismes font partie intégrante du systéme sol et participent par leurs activités a

la formation et a 1’évolution des sols (Jayanthi et al, 2016).

a. Les microorganismes du sol

Trop souvent considéré comme un environnement minéral, le sol est aussi un lieu de vie. Il
héberge une trés forte diversité d’organismes vivants, notamment les microorganismes (Imtiaz

etal., 2016).

Les organismes vivants du sol sont des bactéries, des champignons, des algues, les parties
souterraines des plantes ainsi que des animaux tres variés, des protozoaires aux mammiferes. Il
est intéressant de noter que plus de 90% de la biomasse des sols sont constitués par les organes
souterrains végétaux (50%), les racines principalement, et la microflore (41,7%) (Calvet, 2003).

Leur biodiversité est considérable ainsi que leur distribution qui est en fonction non seulement de
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la présence de substrats énergétiques (essentiellement des résidus végétaux) et d'éléments
minéraux, mais aussi de nombreux facteurs physiques et chimiques caractérisant chaque sol,
notamment la structure, lI'aération, le pH, la température et la teneur en eau (Ghoreishi et al.,
2017).

Les microorganismes du sol assurent des fonctions clés dans la circulation du flux
d’énergie et de la matiere dans l'environnement comme : la biodégradation de la maticre
organique, la production de nutriments pour les plantes, la fixation de 1’azote, la biodégradation

des polluants, etc... (Hien et al., 2010).

En outre, il a été démontré que la structure du sol est non seulement influencée par les
constituants minéraux du sol mais aussi par la présence de micro-organismes qui favorisent la

formation d'agrégats et de pores (Chesnokova et al., 2016).
> Bactéries

Ce sont les microorganismes les plus abondants et les plus actifs (Bousseboua, 2005).
(Environ 500 kg par hectare) (Bertrand et De Halleux, 2005), puisque leur densité peut s’élever
de I’ordre de 10 000 a 100 000 especes bactériennes par gramme de sol (Akbar et Sultan,
2016). Les bacteries forment une population trés diversifiée avec une estimation de
30000especes dans le sol (Hawksworth et Mound, 1991).

Ce sont des procaryotes unicellulaires de formes trés diverses. Leur taille peut varie rentre
0,3 et 3 ppm. Leur classification était habituellement basée sur des caractéres phénotypiques
incluant par exemple la morphologie des cellules (batonnets, coccis, bacilles...), la structure de la
paroi cellulaire (Gram positif, Gram négatif), la présence d'endospores, la mobilité des cellules et
la position des flagelles (Lavelle et Spain, 2001), et aussi sur des groupes nutritionnels

(hétérotrophes et autotrophes).

Les bactéries du sol sont a dominante Gram positif, avec comme groupes principaux : les
Coryne bacteries, les Actinomycetes, les Mycobactéries et les Nocardiformes. Les genres les
plus communément isolés sont. Arthrobacter, Pseudomonas, Achromobacter et Bacillus, dans
les couches aérobies alors que les bactéries du genre Clostridium sont dominantes dans les

conditions anaérobies (Bousseboua, 2005).
Les bactéries du sol ont plusieurs r6les environnementaux majeurs :

e La fixation du carbone et de I’azote atmosphérique et I’accumulation de nutriments

dans les sols.
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e La décomposition de la matiére organique, formant I’humus et libérant des
nutriments disponibles pour les plantes.

e La formation des associations symbiotiques avec les plantes comme les Rhizobiums
qui forment des nodules fixateurs d’azote au niveau des racines des légumineuses
favorisant ainsi la croissance des plantes dans les sols pauvres en azote (Ritchie et
Raina , 2016).

> Actinobactéries

Ce sont des microorganismes filamenteux hétérotrophes présentant des similitudesavec les
Champignons et les Eubactéries. De ces premiers, ils ont I’aspect filamenteux et la capacité de
sécréter d’antibiotiques (Stolp, 1988) ; des secondes, ils ont la possibilité d’effectuer de trés
nombreuses réactions biochimiques. Leur nombre est d’un a cent millions par gramme de terre,

et leur poids total est d’environ une tonne par hectare.

Les actinobactéries sont des décomposeurs primaires des matiéres végétales résistantes
comme l'écorce, les feuilles et les tiges. Ils sont particulierement efficaces dans la dégradation de
la cellulose, de la chitine, et de la lignine. Les espéces du genre Frankia forment des symbioses
fixatrices d'azote en Associations avec les casuarinacées et d'autres plantes supérieures (Lavelle
et Spain, 2001 ; Stolp, 1988).

» Champignons

Tous les sols contiennent une mycoflores abondante. La biomasse fongique est sans doute ,
trés variable suivant les cas mais on peut I’évaluer entre 120 Kg/ha et plus d’une tonne, dans les

sols normaux (Dommergues et Mangenot, 1970).

Les champignons environ 1500 kg par hectare (Bertrand et De Halleux, 2005), Ils jouent
des réles trés importants dans les cycles des nutriments du sol (Thorn, 1997, Bloem et al., 1994)
notamment dans la décomposition de la matiére organique. Ils interviennent dans un grand
nombre D’interactions mutualistes (mycorhizes, champignon termites) ; et ont une part
importante dans plusieurs relations commensales et competitives avec les autres organismes du
sol. Les champignons jouent un role dans le recyclage des déchets, des sécrétions chimiques et

excrétions des racines des plantes, des animaux et des microorganismes (De Ruiter et al., 1993).
» Leslevures

Les levures sont peut nombreuses dans le sol et I’on doit recourir, pour les mettre en
évidence. Il faut donc admettre que le sol renferme une population propre composée de levures

variables suivant son type et ses caractéristiques, variable aussi suivant la végétation qu’il porte.
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Cependant les lois de leur Répartition ou de leurs éventuelles fluctuations saisonnieres sont

encore imparfaitement connues.

Les Levures sont nombreuses dans les sols riches en matiére organique fraiche ou peu
Décomposée et peut-étre plus encore dans les litieres forestieres (Dommergues et Mangenot,
1970).

> Protozoaires

Les protozoaires sont des microorganismes unicellulaire Eucaryotes, ils font partie m a
3mm. On les trouve dans les eaux de la microfaune, mesurent 3 interstitielles du sol et les eaux
pelliculaires a la surface des agrégats. Ils sont abondants dans les dix premiers centimétres du sol
(Bachelier, 1978 ; Davet, 1996).

Ce sont des bactériophages, saprophages, prédateurs d’autres protozoaires, ils sont trés
important pour les équilibres biologiques au niveau des microorganismes, principaux prédateurs
de bactéries (Raphael, 2007).

» Algues

Elles sont définies comme étant des organismes photosynthétiques simples, typiquement
autotrophes, pluri ou unicellulaires et sont considérées comme source de vie dans [’océan
puisqu’elles y produisent I’oxygene. Elles sont considérées parmi les organismes végétaux les

plus anciens sur ce monde (Cabioc’H, 1992).

Elles peuvent se développer dans I’eau ou dans des milieux trés humides. En effet, elles
habitent tous les écosystemes aquatiques, tels que des océans, des lacs, des riviéres et méme des
glaciers, ainsi que des systéemes terrestres y compris les roches et autres surfaces dures. (Floc’h,
2010).

Une cellule algale est composée par une paroi partiellement cellulosique, un petit noyau et

des plastes pigmentés qui conférent au thalle de 1’algue sa couleur rouge, brune, verte ou bleue

(Garon-Lardiere, 2004).
» virus

A coté des bacteéries, actinomycetes, champignon, et algues, qui sont visible au microscope
optique, le sol renferme des microorganismes sub-microscopiques dont 1’existence ne peut étre
démontrée que par la microscopie électronique, I1 s’agit essentiellement de virus (Dommergues

et Mangenot, 1970). Les virus libres, placés hors d’une cellule vivante et a la lumiére sont
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rapidement inactivés. Mais, dans le sol, ils peuvent, une fois adsorbés, conserver, Longtemps

leur pouvoir infectieux (Davet, 2003).

b. Fonctionnement microbiologique du sol

Pendant longtemps la fonction du sol est réduite a un support de vie végétal (Drénou,
2006). Il constitue un environnement ou interagissent directement ou indirectement de nombreux
microorganismes entre eux mais aussi avec ses composantes abiotiques et avec les plantes
(Albino et Andrade, 2006).

Il se trouve qu’il y a une intime relation entre le sol et la plante, car cette dernicre
intervient a la fois en profondeur par ses racines, par leur croissance, leurs activités et leurs
productions. Elles changent considérablement les propriétés physiques et chimiques du sol.
Cependant, les organes aériens de la végeétation ont des effets passifs liés a la nécromasse et la
litiere (Gobat et al., 2010).
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1. Définition des moisissures

Les moisissures sont des champignons microscopiques, ubiquistes a croissance
filamenteuse qui regroupent des milliers d’espéces (Bush ; 2004). Elles sont omniprésentes dans
notre environnement. La plupart sont phytopathogénes et se développent en saprophyte dans la
terre et sur les plantes ou les débris végétaux en voie de putréfaction, elles se retrouvent aussi
bien dans I’air que sur le sol et les surfaces, dans ’alimentation et parfois dans I’eau (Anonyme,
2011). Elles se rencontrent également sur les viandes et les produits d’origine animale, les
cadavres d’animaux et les déjections des animaux herbivores (Delarras, 2007). Elles sont
¢galement considérées comme des formes imparfaites d’agents pathogénes entrainant mycoses et

allergies (Pfohl-Leszkowicz, 1999).

Sont constituées par des filaments ramifiés, les hyphes, dont I’ensemble est connu sous le

nom de mycelium. Elles sont classees dans le régne des champignons (Pinton, 2012).

L’appareil végetatif des moisissures est constitué de filaments ou d’hyphes qui
s’accroissent par leur sommet et dont I’ensemble constitue de fagon harmonieuse et centrifuge un
réseau appelé mycélium. Cet appareil se développe apreés qu’une spore se soit fixée sur un
substrat nutritif ; se gonfle, se modifie et émet un filament appelé tube germinatif qui devient par
la suite filamenteux. Les taches ou colonies que I’ont voit a la surface des matériaux moisis sont

essentiellement constituées d’un réseau mycélien trés développé (Boudih, 2011).

Ces microorganismes microscopiques produisent une grande variété des métabolites
secondaires, certaines d’entre eux sont trés utiles a I’homme et présentent un intérét considérable
dans les différents domaines. A coté de ces intéréts bénéfiques, les moisissures constituent un
agent de détérioration trés important. Leurs développement indésirable sur les aliments peut
entrainer de nombreux problemes tel que la modification de I’aspect des produits alimentaire,
altération des qualités organoleptiques, réduction qualitative et quantitative de la valeur
alimentaire, une baisse de rendement des récoltes et des pertes économiques dues au rejet des
produits contaminés, Cependant I’impact le plus négatif de I’altération des denrées alimentaires

est lié a la synthése de substances toxiques : les mycotoxines (Pitt et al., 2000).

2. Ecologie des moisissures

Dans la nature, les champignons se développent le plus souvent comme des
microorganismes saprophytes. Ils participent a la dégradation et au recyclage de la matiére
organique et minérale. Ces caractéristiques conférent aux champignons, la possibilité de

coloniser et d’explorer de nouveaux habitats et ainsi, d’occuper tous les environnements

——
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possibles. Terrestres et aquatiques, régions tropicales et polaires (Dix et Webster, 1995).
Quelques espéces sont adaptées a la sécheresse, d’autres vivent au contraire dans 1’eau (eaux

douces, océans, ou eaux Usées).

Certaines supportent bien des pressions osmotiques €élevées (dans les milieux tres salés, ou
trés sucrés, par exemple) et arrivent a contaminer les salaisons, le miel, ou les confitures. Des
champignons aimant la chaleur se trouvent dans les composts (a 70-75°C). Mais on trouve aussi
des champignons dans les toundras arctiques ; en haute montagne, 1’hygrophore printanier se
récolte a la fonte des neige (2°C) ; et certains champignons peuvent encore pousser dans les
chambres réfrigérées (Sporotrichum carnis) peut altérer des viandes pourtant conservees a -5°C
(Locquin, 1984).

3. Mode de reproduction

L’appareil végétatif des champignons est un thalle composé de filaments (hyphes)
Ramifiés dont 1’ensemble constitue le mycélium. Ils se reproduisent grace a des spores (Nguyen
Minh Tri, 2007).

Aprés un certain temps de développement, les moisissures comme tous les champignons et

autres étres vivants doivent se reproduire, puis se propager pour aller coloniser d’autres substrats

(Roquebert, 1997).
Les champignons se reproduisent de deux maniéres :

e Par voie sexuée : suite a la fusion de deux cellules gamétiques.

e Par voie asexuée ou végétative, la plupart d’entre eux étant rencontrés dans le groupe des

imparfaits (Champion, 1997).
3.1. Lareproduction sexuée

La reproduction sexuée se base sur la fusion de deux gametes haploides (n) donnant un
zygote diploide (2n). Une structure (+) a n chromosomes rencontre une autre structure (-) et la
fusion des cytoplasmes donne naissance a un nouveau mycélium a 2n chromosomes (Lecellier,
2013), (Figurel).

La reproduction sexuée se déroule en trois étapes : plasmogamie, caryogamie et méiose
(Jennings et al, 1996). La plasmogamie correspond a la fusion cellulaire entre deux cellules

haploides. La cellule résultante est appelée dicaryon car elle posséde deux types de noyaux
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haploides. Les deux noyaux vont fusionner lors de la caryogamie puis la méiose va convertir une

cellule diploide en quatre cellules haploides (Carlile et al., 1994).

GERMINATION DES CONIDIES

Figure 1:Schématisation de la reproduction asexuée et sexuée d'une moisissure (Lecellier,
2013).

3.2. Reproduction asexuée (végétative)

Elle est beaucoup plus répandue que la précedente, et si elle ne fait pas intervenir de
transformation génétique, elle joue un grand réle dans la dissémination des espéces. Elle se fait
soit par une fragmentation du thalle, soit par la production de spores asexuées (Brangeret al.,
2007).

Les spores asexuées sont produites chez un myceéte par une mitose suivie d’une division
cellulaire (Prescott et al., 2003). 1l y a trois mécanismes principaux (Leyral et Vierling, 2007
.Brangeret al., 2007).

e Des spores produites par transformation des cellules du thalle : thallospores
(arthrospores).Un nouvel organisme se développe a partir d’'un fragment parent de

mycélium.

e Des cellules fongique se multiplient et se différencient pour former le conidiophore, sur

lequel se forment les conidies.

e Les sporangiospores sont des cellules flagellés ou non ne provenant pas d’une fraction

préexistante du thalle.
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Sporocyste

Fragmentation Production endogéne Production exogene
Artlrospores Sporocystiospores Conidiospores

Figure 2: Différents modes de sporulation et les différents types de spores associées
(Barnett et al., 1998).

4. Conditions de croissance des moisissures

Dans leur milieu naturel, la plupart des moisissures sont saprophytes, tirant leur nourriture
de matieres organiques mortes ou plus ou moins décomposées. Méme si toute matiére organique
peut constituer un substrat de croissance pour les moisissures, les conditions optimales de
croissance peuvent varier d’une espece a 1’autre, chacune d’entre elles ayant un degré différent
d’adaptation a son environnement. Leurs développements sont dépendants de la nature des
substrats disponibles (cellulose, lignine, etc...) et les conditions physiques : températures, activité

de I’eau ou disponibilité en eau, pH et oxygene (Gibson et al., 1994 ; Reboux et al., 2010).
4.1. Facteurs nutritifs

Le Carbone et 1’azote sont les éléments nutritifs les plus importants pour les moisissures,
avec la présence de quelques ions minéraux (Potassium, Phosphore, Magnésium...) en trés

faibles quantités (Gherras S, 2017).

e Source de carbone

Les moisissures utilisent des matiéres organiques comme source de carbone et énergie.
Elles tirent ce carbone par saprophytisme, symbiose ou parasitisme. Les moisissures utilisent la
Glycolyse comme métabolisme aérobie pour dégrader les hydrates de carbone. Certains peuvent

utiliser des fermentations a des taux bas d’oxygene (Nicklin et al., 2000).

16

——
| —



Chapitre 11 : Les moisissures

e Source d’azote

Les moisissures incorporent I’azote par hétérotrophisme. Elles ne peuvent assimiler 1’azote
gazeux mais peuvent utiliser le nitrate, ’ammonium et certains acides aminés par absorption
directe a travers la membrane. Des sources complexes d’azote, comme les peptides et les
protéines, ne sont utilisables par les hyphes qu’aprés leur dégradation par des protéases en acides

aminés (Nicklin et al., 2000).

e Source d’éléments minéraux et vitamines

Le phosphore, le potassium, le magnésium, le calcium et le soufre constituent des sels
minéraux requis par les mycetes. Les moisissures ont la possibilité d’accéder a des réserves de
phosphore en sécrétant dans le milieu extracellulaire des enzymes phosphatases. Le fer est
relativement insoluble et donc pas facilement assimilable ; mais les moisissures sont capables de
synthétiser des sidérophores ou des acides organiques qui peuvent chélater le fer ou modifier sa
solubilité. Certaines espéces peuvent avoir besoins de vitamines préformées, comme par exemple
de la thiamine et de la biotine, ainsi que des stérols, de la riboflavine, de 1’acide nicotinique et

folique (Nicklin et al., 2000).
4.2. Facteurs physico-chimique

e Température

Les moisissures sont généralement meésophiles : la croissance des hyphes est optimale a
20- 25°C. En dehors de cet intervalle de température les hyphes se développent plus lentement.
Les spores de moisissures mésophiles ne peuvent pas germer a une température inférieure a 5°C,
mais elles peuvent résister longtemps aux basses températures allant jusqu’a -20°C (Pfohl-

Leszkowicz, 2001).

Il existe aussi des especes psychrophiles. Elles peuvent se développer, lentement, a des
températures Basses, inférieures a 4°C. Ces espéces sont responsables des altérations d’aliments

conservés Au froid (Pfohl-Leszcowicz, 2001).

Les espéces thermophiles sont plus rares. La température optimale pour sa croissance est
comprise entre 25 et 35°C, mais cette moisissure peut se développer bien dans un intervalle plus
large (15-45°C) et parfois jusqu'a 50°C (Castegnaro, Pfohl-Leszkowicz, 2002).

On peut donc distinguer (Chapeland-Leclerc et al.,2005):
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v' Des especes thermophiles, se développant bien a 50°C, avec une température
minimale de croissance supérieure a 20°C : exemples : Byssochlamys nivea, Absidia

ramosa, Aspergillus fumigatus, Mucor pusillus.

v Des espéces thermotolérantes, avec une température maximale de croissance proche
de 50°C, mais une température minimale tres inferieure & 20°C: exemple

Aspergillus niger.

v Des especes mésophiles, se développant entre 10°C et 40°C: exemples : Penicillium

chrysogenum, Aspergillus versicolor.

v Des espéces cryophiles, dont la germination optimale s'effectue a des températures

inferieures a 10°C.
e Humidité

Les différences de comportement des moisissures selon leurs exigences en eau conduisent

a distinguer plusieurs types de moisissures (Chapeland-Leclerc et al., 2005):

v’ Especes xérophiles, chez lesquelles la germination des spores est possible avec une
teneur en eau inferieure a 80% : ce sont principalement des espéces du genre

Aspergillus.

v' Especes mésophiles, avec une exigence en eau comprise entre 80% et 90%:
Penicillium Cyclopium, Penicillium expansurn, Alternaria tenuissima, Cladosporium

cladosporioides.

v Especes hygrophiles (supérieur a 90 %) : Epicoccurn nigrum, Fusarium spp,
Stachybotrys Atra, Mucorales. Ces espéces se développent généralement au champ,

sur les plantes vivantes.

e Composition gazeuse

La plupart des champignons sont des microorganismes aérobies ; ils ont besoin d’oxygene
Pour une croissance normale. Certaines especes peuvent se développer en anaérobiose : c’est le
cas du Byssochlamys qui contamine les jus de fruits conservés par pasteurisation (Pfohl-
Leszkowicz, 2001).
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e Lumiére

La lumiere favorise la maturation des conidies et la germination des spores. Les
moisissures Sont, généralement, indifférentes a I’action de lumiére. Toutefois, certaines espéces
(les Tuberales) ne supportent pas la lumiere et se développent dans des endroits obscurs
(grottes); Inversement, d’autres se développent sur les versants de montagne ensoleillés en

permanence Ou dans les régions désertiques (les Discomycetes) (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

e Activité en eau (Aw)

Les moisissures sont de fagon schématique plus xérotolérantes que les autres
microorganismes (bactéries, levures). La plupart des moisissures se développent bien pour des
activités en eau voisines de 0,85. Par conséquent, beaucoup de produits dont I’activité hydrique

ne permet pas la croissance bactérienne peuvent étre colonisés par les moisissures.

Les moisissures appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium sont généralement
capables se développer a des Aw voisines de 0,7 a 25°C ; elles peuvent donc se développer dans
les aliments pauvres en eau comme les céréales au cours de stockage, les fruits secs
(Castegnaro,Pfohl-Leszkowicz, 2002).

opH

Les moisissures peuvent se développer dans une large gamme de pH ; elles se développent
normalement pour des pH compris entre 3 et 8, leur croissance étant normalement optimale Entre
5 et 6. En raison de leur acidité (pH < 6) de nombreux aliments comme les Iégumes et les fruits

sont beaucoup plus exposés a une altération fongique que bactérienne (Keller et al., 1997).

e Composition du substrat

La composition chimique des différentes denrées alimentaires joue un role tres important

dans la croissance fongique (Chapeland-Leclerc et al., 2005).
4.3. Facteurs biologiques
e Facteurs physiologiques

La vitesse de croissance mycélienne d'une espéce, l'intensité de sa sporulation et la
longévité des conidies sont évidemment des conditions optimales a une intense prolifération :

Rhizopus nigricans en est un exemple connu (Chapeland-Leclerc et al., 2005).
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e Présence d’insectes

Les insectes représentent les principaux vecteurs de spores de moisissures au champ et
dans les Lieux de stockage (Pfohl-Leszkowicz, 2001). Les insectes, en dégradant la paroi des
grains, Favorisent la contamination par les moisissures et la production des mycotoxines. Les
acariens sont des vecteurs importants de spores, ils vivent sur les grains moisis, récuperent Et
transportent ensuite les spores sur la surface de leur corps et dans leur tube digestif (Castegnaro,
Pfohl-Leszkowicz, 2002).

e Interactions microbiennes

La compétition pour les nutriments et I’espace est un phénomene rencontré fréquemment
dans Le monde vivant. La présence simultanée de plusieurs espéces de microorganismes dans le

méme milieu détermine des interactions entre les différentes espéces.

Les conditions environnementales peuvent favoriser certaines espéces et défavoriser les
autres. La synthese des substances toxiques (mycotoxines) et leur accumulation dans le milieu
peut aussi Avoir un effet inhibiteur sur le développement d’autres espéces (Pfohl-Leszkowicz,

2001).
5. Cycle de vie des moisissures

Le cycle de vie des moisissures est illustré par 4 principales étapes (Figure 3) :

germination, développement, reproduction et dormance/latence.

Le cycle de vie des moisissures en milieu intérieur débute lorsqu’une spore se dépose sur
une surface lui offrant les conditions nécessaires a sa croissance. En fait, la germination se
déclenchera par la présence d’eau combinée ou non a certains facteurs trés spéecifiques comme
I’intensité de la lumineuse, certaines températures ou types d’éléments nutritifs. La spore
germera alors et donnera naissance a un premier filament non différencie, appelé hyphe, qui
s’allongera pour former un ensemble appelé mycélium. Cet ensemble de filaments, plus ou
moins ramifiés, constitue le thalle des champignons. En présence de conditions favorables a la
sporulation, le mycélium donnera naissance a des structures plus spécialisees, qui produiront des
spores asexuées (conidies) ou, plus rarement, des spores sexuées. Chaque moisissure produit un
trés grand nombre de spores dont I’ensemble, se présentent trés souvent sous un aspect poudreux
et coloré a la surface de la moisissure. La taille, la forme et la couleur des spores de moisissures

varient grandement d’une espéce a I’autre. Par contre, en microscopie, toutes les spores d’une
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méme espece sont de couleur, de dimension et de forme relativement constante ce qui, dans bien

des cas, constitue un élément d’identification taxonomique (Touati R, Amor-Chelihi L.2016).

Germination

=

spore avec tube
germinatif

spores Elongation et
Sporulation ramificationdes
et filaments
dissémination AV L Vs Wi

hyphesramifiés

TR AN
mycélium V

Croissance du thalle

Figure 3:Cycle de vie des moisissures (Atherton G, Bartholomew J 2015).
6. Mode de vie

En raison de leur caractére héetérotrophe, les champignons se développent sur des milieux

organiques et sont donc parasites, symbiotes ou saprophytes.

a) Les parasites : vivent sur ou dans le corps d'un hote et sont responsables des mycoses chez
I'hnomme (champignons infectieux) ou de certaines maladies des vegétaux, notamment des

récoltes.

b) Les symbiotiques : vivent, par contre en symbiose avec un autre microorganisme, ce dernier

les supporte sans en souffrir, ou méme bénéficie de leur présence (Bouzid, 2006).

c) Les saprophytes : dans ce cas, les champignons dégradent la matiére organique morte ou en
décomposition afin de prélever les éléments minéraux essentiels. Ils jouent un réle trés
important dans le recyclage des matiéres mortes comme les débris végétaux et animaux
(Poisson et al., 2007).

7. Classification des moisissures

La classification des champignons est essentiellement basée sur des caractéres purement
morphologiques (Meyer et al., 2004). On estime a plus de 100 000 le nombre d’espéces
fongiques, plus de 1000 d’entre Elles pouvant contaminer les aliments (Castegnaro et Pfohl-
Leskowicz, 2002).
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Quatre divisions sont différenciées selon les modes de reproduction sexuée et les
Caractéristiques des spores : les Mastigomycotina se répartissent en deux classes : les
Chytridiomycetes et les Oomyceétes, les Zygomycotina, les Ascomycotina et les
Basidiomycotina. En outre, lorsque la reproduction sexuée n’est pas connue, la division est

appelée Deuteromycotina ou Fungi imperfecti (Chabasse et al., 2002).

Deuteromycotina — .
Basidiomycofina
Chytrimycotina I,\ 3
Champignons
Zveomycotina \I Ascomycotina
=] it v
Oomycofina

Figure 4:Classification des champignons (Kwon Chung et Bennett, 1992).
8. Les champignons thermophiles

Un champignon est considéré thermophile lorsque les températures limites de sa croissance
sont situées entre 20°C et plus de 50°C. (Cooney Et Emerson, 1964).

Le premier champignon thermophile (Mucor pusillus) a été décrit en 1886 par LINDT (en
COONEY Et EMERSON, 1964). En 1899, Humicola lanuginosa a éte par TSIKLINSKAYA
(En Emerson, 1968). Jusqu'aux années 1950, uniquement cing souches avaient été décrites. En
1964, grace aux études réalisées par Cooney Et Emerson, une quinzaine de souches thermophiles
ont été parfaitement bien identifiées. Plus tard, CRISAN (1973) a décrit une trentaine de souches

thermophiles et thermotolérantes.

A nos jours, la decouverte de nouveaux champignons thermophiles n'a pas avance et il
existe seulement trente Champignons thermophiles décrits (INGOLD Et HUDSON, 1993).

Les champignons thermophiles et thermotolérants sont plus fréquents dans les sols
tropicaux chauds et ils sont distribués sur toutes les latitudes (Ellis, 1980). De méme, Tansey et
Jack en 1976 ont étudié le comportement des champignons sur différents types de sol. Ils ont
aussi conclu que les champignons sont isolés plus fréquemment dans les habitats chauds. La

grande fréquence est observée dans les sols ensoleillés puis a une fréquence moindre dans

( 1
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I’herbe a I’ombre, la fréquence la plus basse est observée dans les sols sous I’ombre des arbres.
Aussi, Thakur (1977) a isolé des champignons filamenteux thermophiles a partir de ’air dans

les mois chauds de 1’année (mai, juin, juillet et aotit) avec une grande fréquence.

Durant le compostage des végetaux qui constituent une des plus riches sources des
champignons thermophiles, la participation de ces derniers dans le processus de compostage
montre qu’ils sont tres liés a la décomposition de la matiére organique (protéine, lipide, fibre...)
(Kane et Mullins, 1973). En effet plusieurs micro-organismes sont capables de se développer
sur des substrats solides, mais seuls les champignons filamenteux peuvent croitre a des niveaux
satisfaisants sur des milieux ayant des humidités initiales faibles. Par conséquent, ils trouvent
une large utilisation dans le domaine de la Fermentation en Milieu Solide (FMS) (Roussos,
1985).

9. Les Métabolites secondaires fongiques

Au cours de ces derniéres années, de nombreux métabolites secondaires ont été découverts.

Ce sont des molécules ayant des activités nouvelles dans divers champs d’applications :
pharmacie, cosmétique, alimentation et agriculture. Ils sont utilisés en tant qu’anti

inflammatoires, hypotenseurs, anti tumoraux, anticholestérolémique, insecticides, régulateurs

De la croissance végétale ainsi qu’en tant qu’herbicides et pesticides écologiques. Ils
comprennent les acides, les alcaloides, les antibiotiques, les immunodépresseurs, les

immunistimulants, les arémes et les enzymes (Boiron P, 1996).

Les métabolites secondaires (aussi appelés produits naturels) sont des molécules
organiques. lls ne sont pas indispensable a la croissance du microorganisme lui-méme, leur
absence peut limiter la survie, la fécondité ou I'apparence d'un microorganisme mais peut aussi
n'avoir aucun effet. Ils sont de structure et d’activité biologique trés diverses. Les
microorganismes produisent leurs métabolites secondaires aprés avoir terminé leur phase de

croissance et avoir entamé la phase stationnaire, appelé idiophase (Tortora et al., 2003).

Les métabolites secondaires se caractérisent par le fait que leur production n’est pas
indispensable a la croissance du micro-organisme, qu’ils sont de structure et d’activité
biologique des plus diverses, qu’ils possédent des voies de synthése qui leurs sont propres a
partir de produits du métabolisme primaire et qu’ils sont généralement produits en faible quantité
( Tortora et al.,2003 ). Quelques métabolites sont spécifiques a une ou deux especes alors que

d’autres peuvent étre produits par différents genres (Gaitatzis et al., 2002).
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De ce fait, les métabolites secondaires peuvent avoir certaines activités :

1. Métabolites qui activent la sporulation (acide linoléique et ses dérivés produit par
Aspergillus nidulans) (Champ et al., 1987 ; Champ, El-Zayat, 1989 ; Mazur et al.,1991;
Calvo et al., 2001).

2. Pigments nécessaires (mélanine) pour la formation des spores sexuelles et asexuelle

(Kawamura et al., 1999).

3. Métabolites toxiques secrétés par des colonies a la période approximative de la sporulation
(la biosynthése des mycotoxines) (Trail et al., 1995 ; Hapwood, 1988 ; Alspaugh et al.,
1997).

Ultérieurement, les métabolites secondaires peuvent :

1. Retarder la germination des spores jusqu’a ce que les conditions environnementales

soient favorables.
2. Protegent les spores en dormance contre des amibes.

3. Eliminer dans I’environnement immédiat des microorganismes concurrents pendant la

germination (Demain et Fang, 2000).
Parmi les métabolites secondaires nous pouvons citer :
> Les mycotoxines (Halewyn et al, 2001).
» Lesantibiotiques (Botton et al, 1990).
9.1. Les mycotoxines

Le terme mycotoxine dérive du grec « mycos », signifiant champignon et du latin toxicum
signifiant «poisonx».lls se distinguent des métabolites primaires comme par exemple les produits
de la glycolyse, qui sont primordiaux pour tout étre vivant. Le métabolisme secondaire est trés
diversifié, d'ou la multitude de métabolites secondaires (Reboux et al. 2006). Les mycotoxines
sont des métabolites secondaires toxiques produits par certaines souches de moisissures dans les
milieux ou elles se développent, principalement dans les matic¢res premicres d’origine végétales
(céréales, légumes, fruits). Plusieurs centaines de mycotoxines ont pu étre identifiées et environ
une trentaine de ces molécules a une veritable importance en termes de santé animale et humaine
(Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002).
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Tous les métabolites secondaires ne sont pas néfastes pour I’homme. I1 en est ainsi pour les
Antibiotiques (Sidhu 2002). Il existe environ 300 & 400 mycotoxines (Elidemir et al. 1999).
D’aprés leur structure chimique, les mycotoxines sont considérées comme stables et en

particulier thermostables (Bullerman et al. 2007; Frémy et al. 2005).

Les mycotoxines se retrouvent dans le mycélium et les spores et peuvent diffuser dans le
substratum. Plusieurs de ces toxines sont relativement stables et leur toxicité peut persister
longtemps et ce méme lorsque les cellules fongiques ne sont pas viables. Il faut toutefois noter
qu’il n’existe actuellement pas de données sur la durée précise de cette toxicité. Il y aurait, selon

les auteurs, jusqu’a 400 mycotoxines répertoriés (Etzel, 2002).
Les principales mycotoxines connues sont :
e Lesaflatoxines produites principalement par Aspergillus flavus (WHO ,1990).

e Les tricothécénes qui regroupent plusieurs dizaines de mycotoxines différentes
produites par de nombreuses especes dont Fusarium sp. etStachybotrys chartarum
(WHO ,1990).

e Les ochratoxines produites principalement par Aspergillus ochraceus et 12 espéces de
Penicillium (WHO ,1990).

e Stérigmatocystine produite essentiellement par Aspergillus versicolor (Engelhart et al.
2002).

Tableau 1: Quelques espéces fongiques productrices de mycotoxines (Reboux, 2006).

Moisissure Mycotoxine

Aspergillus parasiticus, A. flavus Aflatoxines B1, B2, G1 et G2

A. ochraceus, A. carbonarius
Ochratoxines A, B, C
Penicillium verrucosum, P. nordicum

Fusarium roseum, Fusarium sp. Zéaralénone

Déoxynivalénol (DON), Nivalenol,
F. tricinctum, Fusarium sp. Fusarenone

Toxine T2, Diacetoxyscirpenol
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F. moniliforme, F. proliferatum, Fusarium o
Fumonisines
sp.
P. citrinum, Monascus ruber Citrinine

P. patulum, Byssochlamys nivea Patuline
A. ochraceus, P. cyclopium, P. puberulum Acide pénicillique

F. proliferatum, F. subglutinans Moniliformine

A. flavus Acide cyclopiazonique

X/
L X4

Importance des mycotoxines

v Les mycotoxines représentent un risque potentiel pour la santé humaine et animale. Le
contact avec les mycotoxines peut étre a I’origine de toxicité aigué et chronique allant de
la mort a des effets délétéres sur le systéme nerveux central, I’appareil cardiovasculaire,

I’appareil pulmonaire, ainsi que sur le systéme digestif et rénal (Pitt, 2000).

v’ Elles peuvent avoir également des propriétés cancérigénes, mutagenes, tératogenes et

immunosuppresseurs (Yiannikouris et Jouany, 2002).

v Certaines mycotoxines ont le pouvoir d’affaiblir les réactions immunitaires, et ainsi de
réduire la résistance aux infections, ce qui est aujourd’hui considéré comme leur effet le

plus important, surtout dans les pays en développement (Yiannikouris et Jouany, 2002).
9.2. Les antibiotiques

Un antibiotique est I’'un des métabolites secondaires, c¢’est une substance thérapeutique qui
a pour but de lutter contre des bactéries responsables d'infection, exergant une action toxique.
Cette derniére peut étre seulement inhibitrice de la croissance, elle est alors bactériostatique et
réversible, mais elle peut aussi étre létale et dans ce cas elle est bactéricide et irréversible
(Abdelaziz, 2006).

IIs sont des substances naturelles produites par des bactéries du sol ou certains
champignons ; extraits de substances d'organismes vivants, leur origine est dite naturelle mais ils
peuvent aussi étre synthétisés de facon totale ou partielle (origine semi-synthétique) (Ait
Mouhoub, 2015). Le mode d’action des ATB permet de tuer les bactéries sensibles

(bactéricides) ou d’inhiber leurs développements (bactériostatiques). Il existe des ATB a spectre
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étroite ou a large spectre, c¢’est-a-dire qui ciblent certaines bactéries précisément ou une large
gamme d’espéces (Walsh 2003; Plesiat 2012).

Les antibiotiques sont, soit d’origine bactérienne (Bacillus brevis ou Pseudomonas
pyocyanae), soit d’origine fungique (Actinomyces, Aspergillus, Penicillium). Pour la plupart, ils
sont produits par des moisissures ou des microorganismes vivant dans le sol (Vachel et Février,
1952).

Tableau 2: Moisissures productrices d’antibiotiques (Larpant Larpant-Gourguand, 1996).

Organismes producteurs Antibiotiques
Aspergillus flavus Acide aspergillique
Aspergillus fumigatus Fumagilline
Chephalosporium acremoniumu Chephalosporine
Chephalosporium caerulens Céruline
Fusidium coccineum Acide fusidique
Helminthsporium siccans Siccanine
Paecilomyces variotti Variotine
Penicillium chrysogenum Pénicilline
Penicillium griseofulvum Griséofluvine
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Ce present travail est réalise au niveau de Laboratoire de Microbiologie centre universitaire
Abdelhafid Boussouf Mila. 1l porte sur Etude de I’activité antibactérienne d’une collection de
moisissures isolées du sol proche de source thermale. En effet, les échantillons du sol utilisés ont

été prélevés du site Hammam Abdallah (Bouhama- Mila).
1. Isolement des champignons du sol
1.1. Le site d’étude
Le site d’¢tude Hammam Abdallah —Bouhama- (Mila).
a) Situation géographique

La source thermale de Bouhama désignée sous le nom Hammam Abdallah depuis 1999,
est I’une des sources les plus importantes dans le secteur d’étude. Elle est située a 7,5 km a I’Est
du chef lieu d’Ahmed Rachdi wilaya de Mila (Figure 5). Les eaux chaudes sortent dans le lit
d’un ravin profond d’Oued El Hammam (Mammeri, 2017).

7~ Route nationale
755 Point coté

- 1 Agglomération

1 [ [ [ [
807 808 809 810 811 812 813 814 815

Figure 5: Situation géographique de Hammam Abdallah (Bouhama-Mila) (Mammeri ,2017).
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b) Conditions géologiques

La source thermale émerge a I’intersection d’une faille de direction NNE —SSW qui
met en contact les calcaires albiens et les marnes sénoniennes avec une faille probable de
direction EW), (Figure 6), (Mammeri ,2017).

¢) Propriétés physico-chimiques des eaux
> Les températures des eaux thermales varient entre 42 et 43,5°C
» Les valeurs du pH sont proches de la neutralité (6,7 et 6,8)

> La conductivité est plus importante, les valeurs sont comprises entre 3595,25 et
3706,29 umhos/cm

» Laminéralisation est relativement élevée 2750,93 et 2836,66 mg/I

> Le strontium 9,6mg/l et le fluor 2,7mg/l représentent les éléments mineurs les plus
importants dans ces eaux selon Issaadi, les autres oligo-éléments sont faibles parmi
lesquels : I’ammonium (1,22mg/1), le brome (0,95mg/l), le lithium (0,62 mg/l), le
bore (0,5 mg/l) et I’iode (0,17mg/1)

» La composition chimique en éléments majeurs est dominée par les sulfates de

calcium, le faciés de 1’eau est sulfatée calcique (Mammeri ,2017):

% SO*> % CI> % HCO™® % Ca**> % Na+ > % Mg**

¥ Source thermale

Skm PR e < o
= 2 ane tellsen

DT .- Albien sup.-Cénomanie:

CRICHELIEU)

nnnnn

marneux

Figure 6: Carte géologique de la région de Bouhama (Mammeri, 2017).
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1.2. Echantillonnage

by

Les échantillons du sol, utilisés pour cet objectif, sont prélevés a partir des sols
environnants de stations de la Source thermale Hammam Abdallah (Bouhama). (Figure 7). le 24
d’avril 2021.
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Figure 7: Présentation des régions d'étude (Original).

Les gros débris sont d’abord écartés (plante, racines, pierres, etc....), puis a 10 cm de

profondeur, 40g de sol sont prélevés a I’aide d’une spatule et placés dans un flacon stérile

L’échantillon est déposé sur un papier d'aluminium stérile soigneusement enveloppé dans
un sac en papier stérile. Il a été ensuite gardé au frais (4°C) puis transféré au laboratoire pour une

analyse immeédiate. Et transportés au laboratoire dans des conditions d’asepsie rigoureuse.

——
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Figure 8: Echantillon de sol prélevé (Original).

1.3. Milieu d’isolement

Le milieu utilis¢ pour I’isolement des moisissures du sol est la gélose PDA (potato
dextrose agar) (Annexe 01). La croissance bactérienne est inhibée par 1’addition d’ Amoclan aux

milieux de culture, avant stérilisation (Botton et al., 1999).
1.4. Préparation des dilutions
% But

La diminution de la charge microbienne par dilution de 1’échantillon de sol a analyser est
réalisée dans le but d’une purification ultérieure plus aisée et 1’obtention de colonies bien

séparées a partir des cultures mixtes.
< Principe

La dilution décimale consiste a diminuer la densité de sol en micro-organismes, d'abord
al1/10 puis a 1/100 et ainsi de suite jusqu'a réduire la concentration microbienne de la suspension
mere au facteur de 10-. Ainsi, le sol est prét a I'analyse microbiologique, bien que la probabilité

d’éliminer un nombre considérable d’espéces microbiennes soit non nulle.
%+ Préparation de la solution mére

Une quantité de 1g de sol a été dilué dans 9ml d’eau physiologique stérile, puis le mélange

a été agité au Vortex pendant 10 min.
¢ Préparation des dilutions
Une série de dilutions a été préparée dans des tubes de 9 ml de 1’eau physiologique stérile.

Les dilutions ont été réalisées a partir de la solution mére jusqu’a 10 (Figure 9).

——
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Figure 9: Préparation des dilutions.

1.5. Préparation du milieu de culture

C’est un milieu usuel pour la culture de la plupart des Champignons. Il est préparé a partir

de pomme de terre et de glucose (Annexe 1).

1.6. Méthode d’isolement

Avant d’entamer le travail, il est important de créer une zone stérile, par la flamme du bec
Bunsen, sur une paillasse soigneusement nettoyée. Ensuite, la suspension mere est préparée en

mélangeant 1g de chaque échantillon avec 9 ml d’eau distillée stérile. Les étapes suivantes sont :
- Homogénéiser la suspension meére par agitation du flacon de préléevement

- Procéder tout d’abord a la numérotation des tubes en les étiquetant respectivement de 101 a 10 -

4 celles/ml pour les différentes dilutions

- Prélever a l'aide d'une pipette graduée, 1ml d'échantillon mere, puis ’additionner a 9ml d'eau
physiologique stérile dans un tube a essai, permettant ainsi d'obtenir une suspension microbienne

diluée a 101 par rapport a la suspension mere

Prélever 1 ml de la suspension 10 agitée, a l'avance a I’aide d’un vortex, avec une pipette
pasteur neuve et diluer dans un second tube a essai contenant 9ml d'eau physiologique stérile,
pour arriver a une dilution de 102 et ainsi de suite a chaque dilution, pour arriver a diminuer la
charge microbienne de I'échantillon mére a I'exponentiel de 10 Changer les pipettes entre

chaque prélévement.

——
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1.7. Ensemencement et incubation
Tout en respectant les conditions d'asepsie et en manipulant toujours dans la zone stérile:
e Bien homogénéiser le contenu du tube a essai contenant la suspension diluée a10-4
e Prélever a l'aide d'une pipette Pasteur, une goutte de cette suspension ;

e ['étaler a I’aide d’un rateau, sur toute la surface de la boite de Pétri coulée (Le rateau en

verre est flambé avant et aprés chaque utilisation).

e Sur les boites ensemenceées on indique le numéro de 1I’échantillon, la dilution ainsi que la

date d’ensemencement.
Il est & noter que deux répétitions sont réalisées pour chaque dilution.

Les boites sont incubées a 28°C et sont observées quotidiennement pendant trois jours.

Sont repiquées individuellement, les boites des dilutions 10 -1 ,10- et la solution mére.

(A) (B) (®)

Figure 10: (A) : Préparation des dilutions ; (B) : Prélevement de suspension ;
(C) : L’étalement (Original).
2. Repiquage et Purification des isolats obtenus

Aprés un bon développement des colonies, nous avons effectué des repiquages de chaque
colonie pour purifier les champignons et minimiser les risques de contamination, jusqu’a arriver

a isoler sur chaque boite de Pétri une seule colonie d’un champignon donné (Guiraud, 1998).
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Le repiquage a été fait par prélévement d’un fragment de colonie a ’aide d’une anse
stérilisée tout en évitant son contact avec les autres colonies avoisinantes de la méme boite sur le
milieu PDA (Annexe 1). Ce fragment a été déposé au centre d’une nouvelle boite sur la quelle
nous avons indiqué la date de repiquage et les coordonnées de la boite de préléevement. Le
repiquage a été fait aseptiquement prés du bec Bunsen et les boites ont été incubées a 28°C

pendant sept jours jusqu'a obtention des souches pures.

(A) (B) ©

Figure 11: (A), (B) : Le préléevement d’un fragment de colonie ;(C): Le fragment a été déposé

au centre d’une nouvelle boite (Original).

2.1. Conservation

Les moisissures purifiées ont été conservées apres étre ensemencées sur milieu gélose PDA

inclinées et incubées a 28°C pendant 7 jours.
3. Méthodes d’identification des souches

L’identification des moisissures est basée essentiellement sur ’étude des caractéres

culturaux et des caractéres morphologiques révélant des structures (Giraud, 1998).

L’identification reste 1’opération la plus difficile dans le domaine de la mycologie, elle a
pour but de classer les souches fongiques par genres et espéces selon les critéres d’identification
(Botton et al., 1990). Elle est effectuée par deux techniques classiques, une observation
macroscopique (aspect général des colonies) et une étude microscopique du mycélium et des
conidies ou spores (étude des filaments végétatifs, des organes de fructification et des spores).Le

milieu utilisé est PDA (Annexe 1).
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3.1. Identification macroscopique

Les caracteres morphologiques et culturaux ont été déterminés aprés ensemencement des
souches pures sur les milieux de cultures spécifiques cités ci-dessus. Les milieux sont coulés sur
des boites de Pétri, ils ont été ensuite ensemencés par quelques spores ou une petite bouture
mycélienne prélevée auparavant a 1’aide d’une anse de platine stérile et déposeée au centre de la
boite. L’évaluation de I’ampleur de la croissance et du développement a été observée apres 7, 14
et 21 jours d’incubation a 28°C. Ce suivi réalisable a I’ceil nu mais aussi grace a un binoculaire
permettant ainsi de rassembler des indices révélateurs sur 1’identité de nos souches (Leghlimi,

2013). Elle se base essentiellement sur les caracteres suivants :

e L’aspect des colonies est é¢galement un bon critére d’orientation. Les champignons
levuriformes donnent des colonies lisses, glabres, humides, d’aspect brillant ou mat,
parfois rugueuses A 1’ opposé des champignons filamenteux qui ont une texture
différente : Duveteuse, laineuse, cotonneuse, veloutée, poudreuse ou granuleuse. Le relief
des colonies (Plates, plissées, cérébriformes, ...) tout comme leur consistance (molles,

friables, élastiques, cartonnées ou dures) sont aussi a observer.

e Le relief des colonies il peut étre plat ou plissé et la consistance des colonies peut étre

variable (molle, friable, élastique ou dure).

e La taille des colonies : Elle peut étre trés variable en fonction des genres fongiques :
petites colonies (Cladosporium) ou au contraire, colonies étendues, envahissantes

(Mucor, Rhizopus).

e La couleur des colonies est un élément trés important d’identification ; les couleurs les
plus fréquentes sont le blanc, le créme, le jaune, 1’orange, le rouge allant jusqu’au violet
ou le bleue, le vert, le brun allant jusqu’au noir. Les pigments peuvent étre localisés au
niveau du mycelium (Aspergillus, Penicillium) ou diffuser dans le milieu de culture
(Fusarium), (Botton et al., 1990).

e Le thalle : tous les champignons possedent un appareil végétatif constitué de filaments
(hyphes) qui ensemble, forment le thalle filamenteux ou le mycélium ; le thalle peut étre

siphonné ou septé.

e Les structures de fructification : La présence ou 1’absence, au centre de la colonie, des
structures de fructification sexuée (cléistothéces) ou asexuée (pycnides) est aussi un

élément important de diagnose (Botton et al., 1990).
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e La vitesse de pousse est déja une bonne orientation. Elle peut étre rapide comme chez
les Aspergillus et les Mucorales, plus lente chez les Dermatophytes et certains Dématies,

ou méme tres lente comme chez Onychocola canadensis, agent d’onyxis.
e Odeur.
e Exsudat (gouttelettes transpirées par le mycélium aérien).

Enfin I’observation macroscopique des cultures devra rechercher en surface, et surtout au
centre de la culture, les structures de fructification sexuée (cléistothéces) ou asexuée (pycnides)

ainsi que des amas mycéliens ou méches (corémies) (Chabasse et al., 2002).
3.2. ldentification microscopique

e [’examen microscopique est basé sur les caractéres morphologiques ; On notant les types
de spores, aspect du thalle, couleur et disposition des spores, conidies (Mouria et al.,
2012).

¢ Le thalle : tous les champignons possedent un appareil végétatif constitué de filaments
(hyphes) qui, ensemble, forment le thalle filamenteux ou le mycélium ; le thalle peut étre

siphonné ou septé (Badill et al., 1987).

¢+ Les spores : Les spores qui sont le produit de la reproduction asexuee peuvent étre

endogenes ou exogénes (Campbell et al., 1996).

X/

¢ Aspect des spores : D’aprés la forme et les modalités de septation, on distingue 5

groupes de spores.

L’identification microscopique des champignons repose sur plusieurs méthodes, les deux
les plus utilisées sont celles la méthode de bleu de méthyléne et la méthode de scotche. Ces deux

méthodes sont décrites ci- dessous.
A. Par Bleu de méthylene

Un fragment de la colonie est prélevé a 1’aide d’une anse de platine et déposé sur une lame
porte-objet dans une goutte de colorant, ensuite recouvrir avec une lamelle (Chabasse et al.,
2002Guezlane et al., 2011).

L’observation microscopique a ¢été effectuée en microscope optique aux différents

grossissements (GX10, GX40) ainsi qu’a I’immersion (GX100).
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Figure 12: Méthode d’identification microscopique des moisissures (Original).

B. par la technique de scotch

La technique de scotch consiste a adhérer a 1’aide d’un bout de scotch (technique du
drapeau) une fraction mycélienne on le recolle sur une lame préalablement étalée par une goutte
de bleu de méthyléne diluée avec deux goutte de I’eau physiologique. Les observations
microscopiques sont effectuées aux grossissements x10, x40 et x100 a I’aide d’un microscope

(Guezlane et al., 2011).
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Figure 13: Méthode d’identification microscopique des moisissures par la technique de Scotch.

4. Activités antibactérienne

L’étude de D’activité antibactérienne des souches fongiques a été réalisée a partir de
I’apparition des zones claires aprés 18 a 24 heures d’incubation a 37 °C appelés la zone

d’inhibition ; son diamétre est déterminé et mesuré.
Pour évaluer cette activité trois techniques ont été utilisées :
- Technique des cylindres d’agar.
- Technique des disques.
- Technique des puits.

Pour la réalisation des tests de I’activité antibactérienne nous avons utilisé les souches de

références illustrées dans le tableau 03.
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Tableau 3 : Origines des souches utilisées dans les différents tests d’activité antibactérienne.

Bactéries Gram Code Origine

Pseudomonas Laboratoire Ghaouat

. Négatif ATCC 27853 d’Ain mlila, Oum El
aeruginosa .
Bouaghi

Laboratoire Ghaouat

Escherichia coli Négatif ATCC 11303 d’Ain mlila, Oum El
Bouaghi

Staphvlococcus Laboratoire Ghaouat

pny Positif ATCC 25923 d’ Ain mlila, Oum EI
aureus .
Bouaghi

Laboratoire Ghaouat

Bacillus cereus Positif ATCC 10987 d’Ain mlila, Oum El

Bouaghi

4.1. Préparation des Bactéries test

Les souches sélectionnées ont été revivifiées dans des tubes contenant 9 ml de bouillon
nutritif « Nutrient broth » a I’aide d’une pipette Pasteur flambée et incubées a 37°C avant d’étre

utilisées dans les tests de 1’activité.

A partir de chaque tube de BN mentionnant un trouble, nous avons ensemenceé par stries
une boite de Pétri contenant la gélose nutritive puis incubées & 37°C pendant 18 heures (Figure
14).

Figure 14: Coulage du milieu Mueller-Hinton en boites de Pétri (Original).
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00 REOMINOTER
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Figure 15: Méthode d'ensemencement des bactéries tests par stries sur Mueller-Hinton
(Original).

4.2. Préparation des suspensions bactériennes

Apres incubation nous avons raclé¢ a 1’aide d’une pipette pasteur quelques colonies bien
isolées et parfaitement identiques, puis nous avons déchargé la pipette dans des tubes a essai
contenant 10ml d’eau physiologique stérile (0.9 % NaCl). La turbidité est ajustée a 0.5 Mac
Ferland.

4.3. Ensemencement

La suspension bactérienne a été ensemencée a 1’aide d’un écouvillon stérile sur des boites
de Pétri contenant le milieu Muller Hinton (MH). L’écouvillon a été trempé dans la suspension
bactérienne, puis il est essoré on le faire tournant sur la paroi interne de tube afin de le décharger
au maximum. Le milieu MH a été frotté sur la totalité de leur surface gélosée de haut en bas, en
stries serrés (Boughachiche et al., 2005).
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4.4. Technique des cylindres d’agar

Cette technique sert a mettre en évidence ’activité antibactérienne par la présence ou non
d’une zone d’inhibition, et a quantifier cette activité par la mesure de diamétre de cette zone (en
mm). Elle consiste & ensemencer des souches bactériennes apres standardisation des suspensions
sur le milieu Mueller- Hinton (MH) par étalement. Des cylindres de 8mm environ de diamétre
sont coupés on utilisant une pointe de pipette puis placé sur des boites préalablement

ensemencées par des bactéries tests (Figure 16). Les boites sont laissées a 4°C pendant 4 heures,

pour permettre aux metabolites de diffuser sur le milieu puis incubées a 37°C pendant 24h
(Gungi et al., 1983 ,Madiganet al., 1997).

(A) (B) (©) (D)

Figure 16:(A) : Coulage du milieu Mueller-Hinton en boites de Pétri ;(B) : Le ensemencer des
souches bactériennes ;(C) : coupés des cylindres de 8mm ;(D) : Le cylindre placé sur des boites

préalablement ensemencées par des bactéries tests (Original).

4.5. Techniques des disques et des puits

Ces deux techniques consistent a étudier I’effet des métabolites secondaires des souches

fongiques diffusés dans un milieu de fermentation liquide.
a- Fermentation

La production des métabolites secondaires, par les souches antagonistes, et la mise en
évidence de leur activité antibactérienne, a été effectuée selon le protocole de Dennis et Webster,

(1971). Le milieu de fermentation utilisé pour cet objectif est le PDB (Potatoes dextrose broth)
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(Annexe 1). Des flacons de 250 ml, contenant 100ml du milieu de culture, ont été inoculés par
quatre disques de culture dgée de sept jours pour chague souche, et incubées a 28°C pendant 14

jours (Figure 17).

(A) (B) (©) (D)

Figure 17 :(A) : La souche fongique utilisée ;(B), (C), (D): Des flacons ont été inoculés par

quatre disques de culture agée de sept jours pour chaque souche (Original).
b- Extraction

Le principe de I'extraction par les solvants organiques se résume en une séparation du
milieu de fermentation en deux phases ; une phase organique et une phase aqueuse et de faire

passer les molécules bioactives dans la phase organique.

Aprés fermentation, et afin de tester I'activité antibactérienne des surnageant des cultures,
les contenus des flacons de fermentation ont été filtrés a travers du papier Whattman N°1, afin de
séparer le mycélium du milieu de culture supposant contenir les molécules bioactives (Figure
18) .Le surnageant supposé contenir les substances actives est mesuré et additionné d’un méme
volume de solvant (dichlorométhane) (Figure 19). Aprés avoir bien mélangé, le mélange
(surnageant+solvant) est versé dans des ampoules a décanter, donc la phase aqueuse va se
séparer de la phase organique cette derniére est ensuite récupéré dans un bécher ou elle est soit
évaporé a température ambiante ou dans 1’appareil rotatif évaporateur sous vide. Enfin et une
fois sec, I’extrait a été remis en suspension avec 1,5 ml du chloroforme et placé dans un flacon
en verre (pour tester 1’activité antibactérienne des souches fongiques).et conservées dans des

tubes & 4°C.
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(D) (E) (F

Figure 19 :(A), (B) : Le surnageant est mesuré et additionné d’'un méme volume de
solvant ;(C) : le mélange (surnageant +solvant) est versé dans des ampoules a décanter ;(D),(E):
La Séparation de la phase aqueuse et la phase ; (F) : Le mélange évaporé dans L’appareil rotatif

évaporateur sous vide (Original).
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Les souches fongiques sont réensemencées séparément dans 50 ml de
milieu de fermentation adéquat (PDB)

A 4

[ Incubation a 28C pendant 14j ]

A 4

[ Filtration sur papier Wattman n01 ]

|
[ R

Le solvant dichlorométhane,
méme quantité de filtrat

A

[ Séparation par ampoule a décantation ]

v v

<
Phase organique ] [ Phase aqueuse
/,
Le solvant
v dichlorométhane
Agitation ™
A 4

[ Séparation par ampoule a décantation

N

~

J

A4

A 4
‘—[ Phase organique ] [ Phase aqueuse ]

Figure 20: Extraction des métabolites secondaires fongiques bruts MSFB (Mohanta et al., 2008
Barik etal., 2010).

4.5.1. Technique des disques

Le test de D’activité antibactérienne des extraits obtenus consiste a rechercher leurs effets

antagonistes sur le développement des especes bactériennes.

Avant de commencer la techniques, des disques de 6 mm de diamétre sont préparés a partir
du papier Wattman N°1, et stérilisés. Les boites contenant le milieu Muller-Hinton ont été
ensemencées par les bactéries a 1’aide d’un écouvillon a partir d’'une suspension bactérienne

équivalente a 0.5 Mac Farland. Ensuite, les disques en papier sont chargés par 10ul des différents

( 1
L % )
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extraits et séchés devant le bec, puis déposés sur la gélose (Figure 21). Les boites sont ensuite
mises au réfrigérateur pendant 4h pour permettre la pré-diffusion des substances bioactives
(Tortorano et al., 1979) ; puis incubées a 37°C pendant 24 heures, les zones d’inhibions sont

mesurées, méme s’ils sont de faible diametre sont considéré comme résultat positif.

Figure 21: Technique des disques (Original).

4.5.2. Technique des puits

Cette technique consiste a perforer la gélose Muller-Hinton ensemencée avec la bactérie

test de facon a obtenir des puits.

Des boites de pétri contenant une couche de gélose Mueller-Hinton d’une épaisseur de 4
mm, sont préparées avec les bactéries tests. Apres un séchage de 5 min, la gélose est perforée
avec un cylindre en verre de 3 mm de diamétre stérile. Les puits préparés sont préts pour
recevoir un volume de 10ul du filtrat. Les boites sont ensuite laissées a température ambiante

pendant 30 minutes, puis incubées a 37 °C (Tortorano et al., 1979).

La mesure des zones d’inhibition autours des puits est effectuée apres 18 h a 24 h

d’incubation (Figure 22).
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Figure 22: Technique des puits (Original).
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Ce travail porte sur la production des substances antibactériennes secrétées par des
moisissures isolées a partir du sol d’une région proche de source thermale. En effet, les
échantillons du sol utilisés pour cet objectif ont été prélevés du site Hammam Abdallah

(Bouhama).

1. Isolement des moisissures du sol

Les cultures réalisées a partir des dilutions décimales d’échantillon de sol du hammam
Abdallah (Bouhama) ont abouti a des aspects, de texture et de couleurs différentes sur milieu

PDA. Nous avons pu sélectionner 10 colonies que nous avons purifiées.

2. ldentification des isolats

L’identification de ces isolats étant basée essentiellement sur les clés de détermination
décrites par les chercheures (Botton et al, 1990 ; Guiraud, 1998), en se basant sur les caractéres
macroscopiques des colonies (aspect, couleur, forme, contour, etc.) et sur les caractéres
microscopiques du mycélium et des conidies ou spores (cloisonnement du mycélium, forme des

spores, forme des organes de fructification, etc).

2.1. lIdentification macroscopique

Les caracteres macroscopiques des différentes souches de moisissures isolées et
sélectionnées sont étudiés sur milieu gélosé PDA, 1’'un des milieux les plus fréquemment utilisés
(Botton et al, 1990). L’étude macroscopique a été réalisée par 1’observation, a I’ceil nu, des
caracteres culturaux (aspect de la colonie, couleur, revers des boites de Pétri., et la vitesse de la

croissance ainsi que la présence ou 1’absence de pigments caractéristiques de chaque souche.).

L’aspect macroscopique des souches fongiques a été étudié apres sept jours d’incubation
sur milieu PDA. Il a été constaté que les 10 souches présentent un développement plus ou moins
lent avec des différences constatées dans 1’aspect macroscopique de la colonie pour chaque

souche.

Le tableau regroupe les différents aspects macroscopiques des moisissures isolées.
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Tableau 4 : Aspects macroscopiques des isolats fongiques obtenus.

Aspect macroscopique

Espece Description
Face Revers
S1 Couleur : Vert foncé a
Aspergillus noir
niger Colonie simple a

croissance rapide sur
milieu de PDAde3a7
jours

Aspect :

Veloutée a poudreuse
irréguliére

Revers : pas de pigment

jaune-vert.
S2
Aspergillus Couleur : noir
niger Colonies : chargées de

spores de couleur noir
un thalle : & croissance
rapide

Aspect : velouté a
poudreuse

Revers : incolore
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S3
Aspergillus
niger

Couleur : noir
Foncé

Colonies : chargées
Aspect : velouté a
Poudreuse

Revers : noir foncé
contour blanc

REOMINOTED
ALQUAD [AMERA

S4
Aspergillus
flavus

Couleur: Vert
foncé

Texture: tapie
poudreuse,

Veloutée

Les colonies :
duveteuses a
Croissance tres rapide

Revers : pas de pigment

S5

Trichoderma
spl

Couleur: Blanche au
début puis Vert pistache
Texture: tapie
poudreuse

Les colonies :
duveteuses a
Croissance tres rapide

Revers : pas de pigment
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S6

Trichoderma
sp2

Couleur : bleu-vert
foncé avec des lignes
blanches

Colonies : chargées
Aspect : velouté a
Poudreuse

Vitesse de Croissance :
tres rapide

Revers : incolore

00 fEKINOTES
CO Al ukD camERs

S7

Trichoderma
sp3

Couleur :
Vert au début
de sporulation
puis vire au

Vert olive avec des
taches blanches

Vitesse de Croissance :
trés rapide

Colonie multiple,
granuleuse et seche.
Revers : pas de pigment

REDMINOTE §
ALQUAD CAMERA
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S8

Trichoderma
sp4

Couleur: Vert pistache
au début puis Vert olive

contour blanc
Texture: poudreuse,
Veloutée

Les colonies :
duveteuses a
Croissance tres rapide,
un thalle d’abord blanc
puis vert olive.

Revers : pas de pigment

00 REMINTER
0O A10uan cAERA

S9
Cladosporium
sp

Couleur : grise foncé
tourné par un cercle
blanc

Colonie :

cratériforme plate et
poudreuse.

Vitesse de croissance :
Lente a moderément
rapide

Aspect : veloutée ou
floconneuse

Revers : noir

S10
Alternaria sp

Couleur: blanche au
début puis grise
Texture : Cotonneuse
irréguliére

Plissée

Vitesse de Croissance :
tres rapide

Revers : noir
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La comparaison de nos résultats de la caractérisation morphologique avec les cles
d’identification ont permis de déterminer le genre de chaque isolat, et de rapprocher a I’espece
pour d’autres cas. En effet, I’identification phénotypique est insuffisante pour la détermination
de certaines espeéces de champignons filamenteux, il y a des tendances aujourd’hui a développer
des méthodes plus rapides d’identification reposant sur 1’é¢tude des acides nucléiques

(identification genétiques) (Almi, 2016).
2.2. ldentification microscopique

L’étude microscopique permet de compléter les informations fournies par les observations
macroscopiques. Elle porte sur I’observation des structures caractéristiques des souches
fongiques isolées ont été soumises a une identification microscopique réalisée par une
observation au grossissement X40 et X100 (Cette identification étant fondée essentiellement sur
I’étude morphologique de mycélium ; absence ou présence de cloisons, couleur, différentiation)

et des spores (forme, couleur, texture de parois).

Les résultats observés ont permis de noter 04 genres de moisissures (Aspergillus,

Cladosporium, Trichoderma et Alternaria) qui sont rassemblés dans le (tableau 5) ci-dessous.

Tableau 5: Aspects microscopiques des isolats fongiques obtenus.

Espéce Aspect microscopique Photo référence

S1

Aspergillus
niger

A.oryzae

-

(Chabasse et al., 2002)
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S2
Aspergillus
niger
S3
Aspergillus
niger
La tete de conidie Wilh (Raper et al., 1965)
S4 % v R
Aspergillus
flavus -
RN R
(Chabasse et al., 2002)
S5
Trichoderma
spl
(Benhamou N, 1997)
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S6

Trichoderma
sp2

(Chabasse et al, 2002)

S7
Trichoderma
sp3

(Ghorri 2016)

S8

Trichoderma
sp4

(Ghorri 2016)

S9
Cladosporium
Sp

L g 5

(Benlamodi 2016)
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S10
Alternaria sp

(Benlamoudi 2016)

L’isolement a partir du sol du site Hammam Abdallah (Bouhama). Obtenus montrent
I’existence d’une flore fongique plus ou moins variée de 10 isolats fongiques appartenant a 4

genres : Aspergillus, Trichoderma, Cladosporium et Alternaria.
% 4 souches décrites par les caractéristiques suivantes :

e Thalle @ mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés, non

ramifiés, terminés en vésicule

e Des conidies produites par des phiales (Phialides) formées directement sur la vésicule

ou sur des métules
e Tétes conidiennes unisériees ou bisériées
e Masse conidienne rayonnante, les conidies en chaines unicellulaires
Par ces caracteres, ces souches semblent appartenir au genre Aspergillus
4 souches présentent les caractéristiques suivantes :
e Thalle a croissance rapide

e Conidiophores en touffes compactes, trés ramifies, irrégulierement verticillés avec des

ramifications a angle droit
e Des phialides en forme de quille, en verticilles sur des conidiophores ramifiés a angle
e droit ou sur leurs branches latérales
e Conidies réunies en glomérules au sommet des phialides
Ces souches semblent appartenir au genre Trichoderma
% 1 souche caractérisée par:

e Conidies elliptiques possédant une ou plusieurs cloisons, lisses ou verruqueuses

d’insertions souvent bien visibles de phytopathogenes
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e Les Toxinogene a cylindriques simples ou avec des cicatrices d’insertion souvent bien

visibles.
Ces souches appartiennent probablement au genre Cladosporium
% 1 souche caractérisée par:

e Les conidiophores sont bruns, septes et ont souvent I'aspect de « zigzags ».lls portent

des conidies simples ou ramifiées.
e Les conidies présentent des cloisonnements transversaux et longitudinaux.

e Des tubes germinateurs peuvent également étre observés a la surface des conidies

principaux moisissures allergisants (Criquet et al., 2008).
Ces criteres rejoignent ceux du genre Alternaria

L’analyse des résultats montre, par ordre décroissant, que le genre majoritaire est
Aspergillus et Trichoderma avec une fréquence de 40 %, Selon Dendouga et al., (2016), la
présence de Trichoderma spp est associée a un taux de matiére organique élevé et une faible
salinité. Suivie du genre Cladosporium avec un pourcentage de 10 %, le genre Alternaria avec

un pourcentage de 10 % (Figure 23).

m Aspergillus sp
B Trichodarma sp
Cladosporium sp

M Alternaria sp

Figure 23:Genres fongiques isolés du sol de Hammam Abdallah (Bouhama).

Ces genres fongiques sont présents dans la majorité des sols de toutes natures, Alvarez-
Rodriguez et al., 2002 et Boiron en 1996 ont déclaré qu’Aspergillus, Trichoderma, Alternaria
et Cladosporium sont des souches autochtones, habituellement isolées a partir de la plupart des

terrains.
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Le nombre et I’activité de ces populations changent d’une région a une autre, il peut étre
influencé par le contenu de matieres organiques du sol, la texture du sol, le pH, ’humidité, la
température, 1’aération et d’autres facteurs (Ruark et Zarnoch, 1992 ; Madigan et al., 1997 ;
Subler et Kirsch, 1998 ; Peuk, 2000 ; Smith et al., 2000).

Nos résultats sont donc en concordance avec ceux de Abdelaziz en 2006, qui a pu isoler le
genre Aspergillus majoritairement avec une fréquence de 37.5% regroupant 6 espéces différentes
dont : Aspergillus flavus et Aspergillus niger, a partir du sol aride et avec une fréquence de
42.85% a partir d’un autre sol de Chegga.

3. Etude de Pactivité antibactérienne

L’activité antibactérienne des moisissures a été largement décrite in vitro dans plusieurs
études. Dans cette étude nous avons testé ’activité antibactérienne d’un total de 4/10 especes
vis-a-vis de quatre bactéries tests (Escherichia coli ATCC 11303, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853(Gram-), Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus cereus ATCC 10987

(Gram+).

La plupart des isolats ont développé une activité antibactérienne au moins sur une des
bactéries tests. En effet une zone de lyse de taille différente autour des disques déposés a été
mise en évidence (Figure 24). La lecture des resultats se fait par la mesure des diamétres de la

zone d’inhibition autour de chaque disque a 1’aide d’un pied a coulisse (mm).

|
| Engemencement de la géloze ;
‘en nappe par 1ml de Finocuhem N

Doite de pém

Geloge Mucller Hinton

. Deépol asepligque d'un disegue

| mbibe de Mwile essenticlle

7: zone d'mhibition

Croissimce mncrobienne

Figure 24: Résultats attendus apres réalisation des tests par la méthode des disques.
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L’activité antibactérienne contre les quatre bactéries a été évaluée en observant la zone
d’inhibition de la croissance d’espéces testées en contact de nos souches (Aspergillus niger,
Trichoderma sp, Alternaria sp et Cladosporium sp) en utilisant les 3 techniques (Technique des
cylindres d’agar, la technique des Disques, la technique des puits) les diamétres d’inhibition

relevés sont regroupés dans les tableaux ci- dessous.

Les résultats sont symbolisés par les signes suivant la sensibilité des souches vis-a vis des
extraits testés :(-) : résistant (& < 08mm), (+) : sensible (09 < @ <14 mm), (++) : Tres sensible

(15< @<19 mm) et (+++) : excrément sensible (@ > 20).

3.1. Technique des cylindres d’agar

Tableau 6 : Résultats de I’activité antibactérienne des isolats fongiques vis-a-vis des souches

testées par la technique des cylindres d’agar.

Les souches Diameétre de la zone d 1nh1l;1t1;)n O (mm) sur les bactéries
Ned’isolat fongiques €s
présumées . .
E.coli B.cereus P. aeruginosa S. aureus

1 Aspergilus niger _ _ 3 B
2 Trichoderma sp 2 _ _ 3 B
3 Alternaria sp _ B 3 +
4 Trichoderma sp 3 _ + ++ +

Le test d’antagonisme par la technique des cylindres d’agar a montré la capacité des quatre
souches du genre Aspergillus et Trichoderma, Alternaria a produire des substances biologiques

actives a effet antibactérien sur quatre bacteéries tests.

L’apparition d’une zone translucide autour des cylindres d’agar permet, apres incubation,

de déceler la présence des métabolites fongiques qui inhibent la croissance des bactéries tests.
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B.cereus

P. aeruginosa

%41 La zone d’inhibition S

Figure 25: Activité antibactérienne des quatres souches fongiques par la technique des cylindres

d’agar : Escherichia coli ; Bacillus cereus ; Pseudomonas aeruginosa ;Staphylococcus aureus.
(A) : Aspergilus niger
(B) : Trichoderma sp 2
(C) : Alternaria sp
(D) : Trichoderma sp 3
» Lasouche Aspergillus niger

Apres I’'incubation les résultats du test de D’activité antibactérienne de la souche

Aspergillus niger ont été négatifs avec les trois bactéries E.coli , S.aureus et P.aeruginosa par
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ailleurs, un résultat positif a été obtenu avec Bacillus cereus ; donc en revanche Bacillus cereus
a montré une sensibilit¢ uniqguement avec Aspergillus niger avec 1’observation de zone
d’inhibition de 7mm (Figure 26).

m E.coli

6 - m B.cereus

m P.aeruginosa

S.aureus

Diamétre en (mm)
D

Bactéries test

Figure 26: Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la souche Aspergillus niger par la

technique de cylindre agar.

» Lasouche Trichoderma sp2

Les zones d'inhibition les plus fortes ont été observées contre S. aureus avec des diameétres
de 7 mm pour la souche fongique Trichodarma spz, aprés de moins fort été observées contre

Bacillus cereus avec des diamétres de 6 mm.

Aucune zone d’inhibition n’a été observée avec les deux souches testées E. coli et

P.aeruginosa. (Figure 27).
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m E.coli

m B.cereus

m P.aeruginosa

2 - S.aureus

Diamétre en(mm)
o

Bactéries test

Figure 27: Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la souche du genre Trichodarma

spzpar la technique de cylindre agar.

» Lasouche Alternaria sp

La souche Alternaria sp, a montré un grand effet contre Bacillus cereus et S. aureus avec

une zone de lyse égale a 8mm ; 9mm successivement.

Une absence totale d’activité antibactérienne vis-a-vis E. coli et P.aeruginosa (Figure 28).

10 -
E g | m E coli
E/ . m B.cereus
@ m P.aeruginosa
[¢B]
E 4 S.aureus
E 2
o] - -
A o

Bactéries test

Figure 28: Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la souche du genre Alternaria sp

par la technique de cylindre agar.
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» Lasouche Trichoderma sps

Pour la souche Trichodarma sps, la plus grande activité a été enregistrée ou elle a donné
une zone d’inhibition de 15 mm vis-a-vis de P.aeruginosa. Aussi présentent un pouvoir
antibactérien le plus important avec une zone d’inhibition d’un diamétre de 13mm vis-a-vis S.

aureus et de 12mm contre B. cereus.

Aucune zone d’inhibition n’a été observée avec la souche testée E. coli. (Figure 29).

—~ 15 -

£

é 10 | mE.coli

c

) m B.cereus

E 5 1 ® P.aeruginosa
% 0 - S.aureus

2

Bactéries test

Figure 29: Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la souche du genre Trichoderma

spspar la technique de cylindre agar.

«+ ldentification de la souche active

Tableau 7 : Aspect macroscopique et microscopique et identification de la souche la plus active.

Face de la souche Revers de souche Sous microscopie souche

Trichodarma sps
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3.2. Latechnique des disques

Le test de Pactivité antibactérienne des extraits obtenus consiste a rechercher leurs effets

antagonistes sur le développement des espéces bactériennes.

Apres la diffusion des composés antibactériens sur gélose, des zones d’inhibition
différentes apparues sur les boites (Figure 30). Le tableau au -dessus présente les différents

diametres.

Tableau 8 : Résultats de I’activité antibactérienne des isolats fongiques vis-a-vis des souches

testées par la technique des Disques.

Les souches Diameétre de la zone d 1nh1l;;t;;)n O (mm) sur les bactéries
Ned’isolat fongiques
présumées ] ]
E.coli B. cereus | P.aeruginosa S. aureus

1 Aspergilus niger + + ++ _
2 Trichoderma sp; _ _ _ _
3 Alternaria sp _ _ _ _
4 Trichoderma sps + + +++ +
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B. cereus

P. aeruginosa

La zones d’inhibition '_ b3

Figure 30: Activité antibactérienne des quatres souches fongiques par la technique des Disques :

Escherichia coli ; Bacillus cereus; Pseudomonas aeruginosa ; Staphylococcus aureus.
(A) : Aspergilus niger
(B) : Trichodarma sp2
(C) : Alternaria sp

(D) : Trichodarma sps
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» Lasouche Aspergillus niger

Apres un jour d’incubation, on a observé I’apparition d’une zone claire autour des disques,
imbibés par I’extrait bioactif d’Aspergillus niger, dont le diamétre de la zone d’inhibition différe
selon la souche testée. Le diametre le plus grand est dans le cas de Pseudomonas aeruginosa
(15mm), suive le cas de E. coli (12mm), le petit est dans le cas de B. subtilis (10mm) et S.

cereus (10 mm) (Figure 31).

B
15 ~

e

~— -

c m E.coli

[¢D)

o 10 1 ® B.cereus

)

’“E’ ® P.aeruginosa

] 5 -

= .aur

) S.aureus
0

Bactéries test

Figure 31: Mise en évidence de ’activité antibactérienne de la souche du genre Aspergillus

niger par la technique des disques.

» Lasouche Trichoderma sp2

D’aprés les résultats mentionnés dans la figure 32, le filtrat de la souche Trichodarma sp2a
donné une zone d’inhibition de 6 mm de diamétres avec les trois souches testés E coli ; B.

cereus; S.aureus. Mais avec la bactérie P. aeruginosa aucun effet n’a été observé (Figure 32).
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T 6 -
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S 4 m B.cereus
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)

g 27 S.aureus

B

()] 0 -

Bactéries test

Figure 32: Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la souche du genre Trichodarma

spzpar la technique des disques.

» Lasouche Alternaria sp

Pour la souche Alternaria sp, la plus grande activité a été enregistrée ou elle a donné une
zone d’inhibition de 8 mm vis-a-vis de P.aeruginosa. Aussi présente un pouvoir antibactérien

faible avec une zone d’inhibition d’un diamétre de 8 mm vis-a-vis E. coli et B. cereus.

Aucune zone d’inhibition n’a été observée avec la souche testée S. aureus (Figure 33).

8 —
E 7 - mE.coli
— 6 T
P . m B.cereus
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Figure 33: Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la souche du genre Alternaria par la

technique des disques.
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» Lasouche Trichoderma sps

Pour la souche Trichodarma sps, la plus grande activité a été enregistrée vis a-vis la souche

P.aeruginosa qui a donné une zone d’inhibition de 20 mm.

Présente un pouvoir antibactérien le plus important avec une zone d’inhibition d’un
diameétre de 14 mm vis-a-vis de S. aureus et 13 mm contre la souche B.cereus. Et a faible effet

antibactérien contre E. coli avec une zone de lyse de 10 mm (Figure 34).

20 -
— m E.coli
E 15 - amim—
£ m B.cereus
c .
o q0 - = P.aeruginosa
[<b]
= — S.aureus
‘D
s s
=

0

Bactéries test

Figure 34: Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la souche du genre Trichodarma

spapar la technique des disques.

0,

«+ ldentification de la souche active

Tableau 9 : Aspect macroscopique et microscopique et identification de la souche la plus active.

Face de la souche Revers de souche Sous microscopie Souche

Trichodarma
SP3
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3.3. Latechnique des puits

La premiére remarque qui peut étre soulevée est que les résultats de la technique des puits

n’¢étaient pas en corrélation avec ceux obtenus par la technique des disques.

Pour cette technique, les résultats montrent que seuls les filtrats des deux souches

Aspergillus niger et Trichodarma sps présentent une activité antibactérienne.

Apres la diffusion des composés antibactériens sur gélose, des zones d’inhibition
différentes apparues sur les boites (Figure 35). Le tableau au -dessus présente les différents

diametres.

Tableau 10 : Résultats de I’activité antibactérienne des isolats fongiques vis-a-vis des souches

testées par la technique des puits.

Les souches Diamétre de la zone d 1nh1l;;t;;)n @ (mm) sur les bactéries
Ned’isolat fongiques
présumées . .
E.coli B. cereus | P.saeruginosa S. aureus

1 Aspergilus niger ++ + + +
2 Trichoderma sp 2 _ _ _ _
3 Alternaria sp _ _ _ _
4 Trichoderma sp 3 + + + +
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P. aeruginosa

S. aureus

La zone d’inhibition 2

Figure 35: Activité antibactérienne des quatres souches fongiques par la technique des puits:

Escherichia coli ; Bacillus cereus; Pseudomonas aeruginosa ; Staphylococcus aureus.

(A)
(B)
(©)
(D)

- Aspergilus niger
: Trichodarma sp>
. Alternaria sp

: Trichodarma sp3
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» Lasouche Aspergillus niger

Les résultats montrent qu’il y’a un effet d’inhibition de la souche Aspergillus niger avec
des diametres qui varient entre (13-17 mm). Les diametres les plus importants sont (17mm) pour

Escherichia coli et (13mm) pour P. aeruginosa ; S. aureus.

La souche Aspergillus niger présente un pouvoir antibactérien important avec une zone

d’inhibition d’un diamétre de 1 1mm vis-a-vis B. cereus (Figure 36).
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Figure 36: Mise en évidence de ’activité antibactérienne de la souche du genre Aspergillus

niger par la technique des puits.

» Lasouche Trichoderma sp2

Une absence totale d’activité antibactérienne de la souche Trichodarma sp; vis-a-vis E.

coli; B. cereus; P .aeruginosa ; S. aureus (Figure 37).
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Figure 37: Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la souche du genre Trichodarma sp>

par la technique des puits.

» Lasouche Alternaria sp

Les résultats obtenus montrent qu'a partir de I’extrait de souche Alternaria sp, aucun résultat
positif n’a été obtenu (aucune zone d’inhibition n’été enregistrée) donc il n y’a aucun effet

antibactérien (Figure 38).
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Figure 38: Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la souche par la technique des puits.
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» Lasouche Trichoderma sps

On a remarqué que la souche Trichoderma sps montre une activité importante avec une
zone d’inhibition vis-a-vis de Staphylococcus aureus de 13 mm de diamétre. Et de 12 mm de
diamétre contre B. cereus.

Elle a montré plus d’antagonisme vis-a-vis d’Escherichia coli et P .aeruginosa avec des
p g

zones d’activité de 14 mm (Figure 39).
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Figure 39: Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la souche du genre Trichodarma sps

par la technique des puits.
+» ldentification de la souche active

Tableau 11 : Aspect macroscopique et microscopique et identification de la souche la plus

active.

Face de la souche Revers de souche Sous microscopie souche

Aspergilus
niger
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Le but de notre étude est de détecter I’activité antibactérienne de 4 souches fongiques .En
utilisant la technique des cylindres d’agar ; la technique des disques et la technique des puits

contre quatre souches bactériennes (E. coli ; B. cereus ; P. aeruginosa et S.aureus.

Selon Botton et al., (1990), les especes de moisissures sont connues par leur production de
substances a effet antibactérien, elles produisent, généralement, des métabolites secondaires
biologiqguement actifs, synthétisés en fin de croissance et possédent des structures chimiques
différentes de celles des protéines. Il est connu que ces genres constituent le réservoir principal
de substances antibactériennes, possedent des structures chimiques différentes de celles des

protéines (Attalah et Kacem-chaouche, 1992).

Les métabolites secondaires sont généralement produits par fermentation par un nombre
limité d’organismes, principalement par les actinomyceétes et les champignons, a la fin de leurs
cycles de croissance, souvent pendant la phase stationnaire, et sont connues par leur effet

antibactérien. (Barrios-Gonzalez et Mejia, 2008 ; Botton et al., 1990).

La comparaison entre les résultats de I’activité antifongique réalisée sur milieu solide
(technique des cylindre d’agar), et celle réalisée sur milieu liquide (technique des disques de
diffusion), révéle que les moisissures utilisees (Aspergilus niger ; Trichoderma sp; ; Alternaria
sp et Trichoderma sps) posséde une activité antibactérienne des extraits de fermentation,
contrairement qui se sont avérées moins résistantes lorsqu’elles sont réalisées sur milieu solide

(technique des cylindre d’agar).

Nos résultats s’accordent avec ceux d’Abdulwahid et al., (2013), qui ont révélé que
Aspergilus niger possédait un effet inhibiteur significatif contre E. coli ; B. cereus; P.
aeruginosa ; S.aureus. En effet, il est connu que les genres Aspergillus constituent le réservoir

principal de ces substances (Botton et al., 1990).

Le genre Trichoderma est réputé pour sa production d’un large panel de métabolites
secondaires estimé a plus de 100 composés dotés d’activités antibiotiques (Aiteche et al., 2018).
Plusieurs espéces du genre Trichoderma produisent une grande variété de peptaibols, qui sont
des molécules d’antibiotiques. Grace a leurs charges positives, ces molécules se déposent
facilement a la surface négativement chargée des bactéries, certains sont actifs sur les bactéries
Gram positif, d’autres sur les bactéries Gram négatif, tandis que d’autres sont actifs sur les deux

types (Cosette et al., 1999).

Leur production d'enzymes, de substances bioactives et leur développement rapide font les
Trichoderma spp des agents potentiels et une matiére de choix pour I'exploitation industrielle et

pour la lutte biologique (Roquebert, 1996 ; Kubicek et Harman, 2002).

( 1
L 7 )



Chapitre 1V : Résultats et discussion

Le champignon Trichoderma s’est avéré particulierement efficace dans la lutte de
microbes pathogénes (Paul et Masih, 2006 ; Melo et Faull, 2000). Il posséde la  résistance

innée a la plupart des produits chimiques agricoles (Harman, 2006).

Les espéces de Trichoderma peuvent secréter des enzymes extracellulaires et des
antibiotiques, jouant un rdle important contre les agents phytopathogénes (Chet et al., 2006
;Melo et Faull, 2000 ; Shelton,1997).
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Conclusion et perspectives

L’objectif principal de ce mémoire est la recherche de I’activité antibactérienne élaborée
par les moisissures isolées du sol d’une source thermale Hammam Abdallah (Bouhama). vis-a-
vis de quatre souches bactériennes ; deux a coloration Gram + (Staphylococcus aureus ATCC
25923, Bacillus cereus ATCC 10987) et deux a coloration Gram - (Escherichia coli ATCC
11303, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

En effet, les cultures des prélévements sur PDA ont permis I’isolement du dix moisissures
différentes. Le pouvoir inhibiteur de 1’antibiotique au cours de I’isolement ont permis de réduire

I’apparition des bactéries.

Pour I’identification des moisissures Thermophile isolées, une étude macroscopique a été
réalisée sur milieu PDA et une étude microscopique a été effectuée, cette derniére a permis de
déterminer les genres : Aspergillus, Trichoderma, Cladosporium et Alternaria, ou le genre le

plus dominant est : Apsergillus et Trichoderma.

La production des substances antibactérienne, a été testée par trois techniques a savoir la
technique des cylindres d’agar. La technique des disques et la technique des puits. Les résultats
de ces tests montrent que quatre espéces fongiques ont montré un effet antibactérien contre les

bactéries testées.

En perspective, ce travail est une étape préliminaire pour des études plus larges, plus

approfondies et plus accomplies incluant :

v’ La purification et I’identification des métabolites bioactifs produits par les souches

fongiques thermophiles.

v' La détermination des concentrations minimales inhibitrices des molécules

antibactériennes secrétées (CMI).
v' L’optimisation de la biosynthése des MSFB a des fins médicales.

La production des substances antibactériennes a 1’échelle industrielle (Scall-up).
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Annexe 01
» Composition des milieux de cultures

e Potato Dextrose AGAR (PDA)

Composition :

P oMM U LI . .ttt ittt et e ettt et e e et e et e e e e et e et 200g
GlUCOS . ettt e e e 15¢g
N . 1 20g
Eaudistillé. ..., compléter jusqu’a 1000ml

Le milieu de culture PDA est favorable pour la croissance des champignons phytopathogenes. .
Voici le protocole utilisé pour la préparation de milieu de culture pour la croissance des
Champignons :

Préparation :

- Laver la pomme de terre non pelée.

- Couper en cubes dans 500 ml d’eau distillée.

- Porter aébullition pendant 30 — 45 min.

- D’autre part faire fonder le glucose dans 500 ml d’eau distillée.

-Ecraser la pomme de terre, filtrer puis ajouter le filtrat a la solution d’agar.

- Ajouter 1’agar dans les flacons.

- Compléter le volume a 1000 ml.

- ajuster le pH=6 ,4 + 0,2 a 25°C

- Steriliser par autoclavage a 121° C / 2H min.

[100La préparation de PDB liquide est la méme, sauf qu’il n’y a pas I’ajout de ’agar. Ajuster pH
6av).

e Milieu Mueller-Hinton (DIFCO Laboratoires, 1996)

Le milieu de Mueller-Hinton est recommandeé pour tester la sensibilité des microorganismes aux

antibiotiques et agents chimio thérapeutiques.
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Hydrolysat acide de CaSEINe ...........iuiiniiiniiiit it 17,59/l
ANIAON . oo 1,50/
PH final: 7, 3

e Gélose nutritive

Gélose nutritive ou gélose nutritive ordinaire (GNO) ou encore gélose ordinaire, est un milieu

d’isolement non-sélectif dont la composition chimique théorique en g/L. d’eau purifiée est :

o) 0110 10g
EXtrait de VIande. .......o.ooiri it 5g
Chlorure de SOAIUIML. ... et e e e e e e e e eraens 5¢
L6 ] 10 T I5¢g

PH 7.2, autoclave 20 minutes a 120°C (Guiraud, 1998).

e Bouillon nutritif
Bouillon nutritif poudre ....... ..o, 2349
L70au diStill€e. ... vttt e 100ml
- Mettre 2.3 g de bouillon nutritif dans un bécher, et compléter le volume jusqu’a 100ml.
-Mettre le tout sur plaque agitateur et agiter jusqu’a homogénéisation.
-Répartir 10ml dans chaque tube.

-Autoclavage a 1210 C pendant 20min.

Annexe 02
» Solutions
e Eau physiologique
BAU GISTIHTEE ... e e 1000ml
Chlorure de sodium (Na ClI) ...ooiii et e e aras 99

La solution est généralement composée d'eau distillée et de chlorure de sodium (NaCl) dilué a 9

pour 1000 (= solution a 0,9 % (masse/volume) de NaCl, soit 9 g.I").
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Annexe 03

» ldentification des espéces fongiques

Especes Aspergillus sp Trichoderma sp Alternaria sp Cladosporium sp
Nombre 4 4 1 1
Annexe 04

» Résultats de L’activité antibactérienne

e Résultats de L’activité antibactérienne des souches fongiques vis-a-vis des souches

testées par la technique des cylindres d’agar.

Ne°d’souche | Les souches | Diamétre de la zone d’inhibition @ (mm) sur les bactéries
fongiques test
présumées
E.coli B. subtilis | P. saeruginosa | S. aureus
1 Aspergilus niger | 0 mm 7 mm 0 mm 0mm
2 Trichodermasp2 | 0 mm 6 mm 0 mm 7mm
3 0 mm 8 mm 0 mm 0 mm
4 Trichodermasp5 | 0 mm 12 mm 15 mm 13 mm

e Résultats de L’activité antibactérienne des isolats fongiques vis-a-vis Des souches

testées par La technique des Disques.

Ne°d’souche | Les souches | Diamétre de la zone d’inhibition @ (mm) sur les bactéries
fongiques test
présumées
E.coli B. subtilis | P. saeruginosa | S. aureus
1 Aspergilus niger | 12 mm 10 mm 15 mm 10 mm
2 Trichodermasp 2 | 6mm 6 mm 0 mm 6 mm
3 6 mm 6 mm 8 mm 0mm
4 Trichodermasp 5 | 10 mm 13 mm 20 mm 14 mm
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e Résultats de L’activité antibactérienne des isolats fongiques vis-a-vis Des souches

testées par La technique des puits.

N°d’souche | Les souches | Diamétre de la zone d’inhibition @ (mm) sur les bactéries
fongiques test
présumées
E.coli B. subtilis | P. saeruginosa | S. aureus
1 Aspergilus niger | 17 mm 11 mm 13 mm 13 mm
2 Trichodermasp 2 | 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
3 0 mm 0 mm 0 mm 0mm
4 Trichodermasp5 | 14 mm 12 mm 14mm 13 mm
Annexe 05

> Les bactéries tests

e Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif découverte dans des infections
humaines en 1862 par Luke. Elle a ensuite été isolée par Carle Gessard en 1882, qui lui a donné
le nom de bacille pyocyanique du fait de sa morphologie (batonnets) et de sa capacité a produire

des pigments de couleur bleue-verte (la pyocyanine et la pyoverdine) (Lyczak et al., 2000).

La résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques rend son traitement difficile. 1l est donc
important d’étudier les facteurs de virulence de cette bactérie afin d’identifier de nouvelles

cibles thérapeutiques pour développer de nouveaux medicaments (Clatworthy et al., 2007).

e Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques (coques) aérobie-anaérobie facultative a
Gram positif, avec un diametre de 0,5 a 1,5 pm, trés résistantes dans le milieu extérieur et peu
exigeantes en culture. S. aureus, communément appelé staphylocoque doré, est un staphylocoque
a coagulase positive. Il a été nommeé ainsi par Rosenbach en 1884 en raison de la production de

caroténoides donnant a la bactérie sa pigmentation de surface caractéristique (Salangsang JA et
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al., 2010)... C’est une bactérie commensale de la peau et des muqueuses dont la niche principale

est la fosse nasale (Dziekan G et al., 2000).

e Bacillus cereus

Bacillus cereus est une bactérie Gram positif, aérobies ou anaérobies facultatives, mobiles par
ciliature périt riche ou immobiles. Morphologiquement, les especes du groupe B. cereus sont des
bacilles minces, droits ou légérement incurvées avec des extrémités carrées, pouvant former des
chainettes. Ce sont des bactéries a Gram positif de 1 x 3-4 um. Leur structure est constituée d'une
membrane interne et d’un peptidoglycane épais qui a la fonction de maintenir la forme de la

cellule (Stenfors et Granum, 2001).

e Escherichia coli

E. coli est un bacille a Gram négatif aérobie-anaérobie facultatif (AAF) faisant partie de la
famille des Enterobacteriaceae. Son habitat principal est le tractus intestinal inférieur des
animaux a sang chaud ou elle fait partie des AAF dominantes, méme si les bactéries anaérobies
strictes sont 100 & 1000 fois plus nombreuses (Berg RD, 1996).

Bien que la plupart des E.colisoient des souches commensales non pathogénes, et méme
bénéfiques pour leur hote, il existe certains pathotypes responsables de maladies humaines
provoquant plus de 2 millions de morts chaque année dans le monde (Kaper et al. 2004), Le
chromosome d’E coli est constitué de 4,6 millions de paires de bases. Il comporte 4 300 génes
codant pour des protéines. A titre de comparaison, I’ADN d’un étre humain est mille fois plus
longues, 3,2 milliards de paires de bases, mais ne comporte que 2 ou 3 fois plus de génes (20 000
environ) (Cottinet D, 2013).
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Abstract

This work consists in the study of the antibacterial activity of thermophilic moulds isolated
from the soil of a thermal spring Hammam Abdallah (Bouhama- Mila). 10 fungal strains were

isolated from soil samples.

The macroscopic and microscopic study showed 4 species belonging to the genus Aspergillus,

4 species to the genus Trichoderma, and only one species to Cladosporium and Alternaria.

Analysis of the results showed, in descending order, that the majority genera were Aspergillus
and Trichoderma with a frequency of 40%, followed by the genus Cladosporium with a

percentage of 10%, and the genus Alternaria with a percentage of 10%.

Evidence of the antibacterial activity of a total of 4/10 species belonging to the genera of
Aspergillus, Trichoderma and Alternaria was made against four bacterial strains; two Gram +
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 10987) and two Gram -
(Escherichia coli ATCC 11303, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) following three

techniques: the agar cylinder technique, the disc technique and the well technique.

The results obtained show that the four fungal species exhibit more or less considerable activity
and that Gram-negative bacterium were the most affected where the mean of the inhibition zones

reach 20 mm in diameter.

Key words: Thermal spring, Isolation, Identification, Mold, Antibacterial activity.
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Theme
« Etude de I’activité antibactérienne d’une collection de moisissures

thermophiles»

< Présenté par : Le : 28/09/2021
» METROUB Amel
» BENCHIHEUB Rihab

Résumé

Ce travail consiste a 1’étude de I’activité antibactérienne des moisissures thermophile isolées a partir du
sol d’une source thermale Hammam Abdallah (Bouhama- Mila). 10 souches fongiques ont été isolées a

partir d’échantillons du sol .

L’étude macroscopique et microscopique a montré 4 especes appartenant au genre Aspergillus, 4

especes au genre Trichoderma, et une seule espéce a Cladosporium et Alternaria.

L’analyse des résultats a montré, par ordre décroissant, que les genres majoritaires ¢étaient
Aspergilluset Trichoderma avec une fréquence de 40 %, suivi du genre Cladosporium avec un

pourcentage de 10 %, le genre Alternaria avec un pourcentage de 10 %.

La mise en évidence de I’activité antibactérienne d’un total de 4/10 espéces appartenant aux genres
d’Aspergillus, Trichoderma et Alternaria a été faite vis-a-vis de quatre souches bactériennes ; deux a
coloration Gram + (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacilluscereus ATCC10987 ) et deux a
coloration Gram - (Escherichia coli ATCC11303, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) suivant trois

techniques : la technique des cylindres d’agar, la technique des disques et la technique des puits.

Les résultats obtenus montrent que les quatre espéces fongiques présentent une activité plus au
moins considérable et que les bactéries Gram négatif ont été les plus affectées ou les moyennes des

zones d’inhibition atteignent 20 mm de diamétres.

Mots clés : Source thermale, Isolement, Identification, Moisissures, Activité antibactérienne
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