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Abstract

The aim of thisworkis to investigate new antibacterial substances produced by
telluricfungalstrains. In order to reachour objective, soilsamplesweretakenduring the monthof
january2019from the Ain Warkaregion. Soilsampleswereinvestigated for physicochemicalstatus,
mycologicalprospecting to isolate and identifyfungalspeciesthatmaybe capable of producing
bioactivesmolecules.

Physiochemicalexaminations of the soilsamples in
thisstudyrevealedthatoursoilishypersalinewithconductivity up to 8.99 at alcaline pH(8.67). On the
fungalflora count, 63 isolateswereisolatedfrom PDA, CDA, DRBC, DG18
withgenerarepresentatives : Aspergillus, Penicillium, Alternaria,Fusarium, Cladosporium, Diplodia.
The antibiosis test for isolatedstrains of the targetbacteria( Escherichia coli, Enterococcusfaecalis,
Pseudomonas aeroginosa, Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus) was positif.
Indeed,  primaryexploitation  (the  agar  cylinder  technique) revealedthat 9
fungalstrainsexhibitedactivityagainsttragetbacteria on at least one
bacterium(Cladosporiumspp « SE8 »againstListeria monocytogenes=16mm). Secondary screening
(disc diffusion method) showedthat 3 strains have inhibitoryactivityagainst at least one
tragetbacterium(Penecilliumspp «SE12» gainstEnterococcusfaecalis=1imm). Based on the
resultsobtained, wecanconcludethat the fungalstrainsisolatedfrom the region of Ain Warka,
couldconstitute a reservoir of
strainswithremarkableantimicrobialpotentialagainstpathogenicbacteria. Thesestrains, which are

stillpoorlyexploited, maybe an alternative to antibioticresistance.

Keywords :soil, extremophilousfungi, screening, antibiotic, bioactivesmolecules .



Résumé

L’objectif de ce travail s’inscrit dans le cadre de la recherche de nouvelles substances a
activités antibactériennes produites par des souches fongiques telluriques. A fin d’atteindre
notre objectif, des prélevements d’échantillons de sol ont été effectués pendant le mois de
janvier 2019 a partir de la région d’Ain Warka. Les échantillons de sol ont subit une investigation
du statut physicochimique, une prospection mycologique pour isoler et identifier les espéces
fongiques pouvant étre capables de produire des molécules bioactives.

Les examens physicochimiques des échantillons de sol sujet de cette étude révélent que
notre sol est hyper-salinavec une conductivité allant jusqu’a 8,99 avec un pH alcalin (8,67). Sur le
volet dénombrement de la flore fongique, 63 isolats ont été isolés a partir des milieux PDA, CDA,
DRBC, DG18 représentants les genres: Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium,
Cladosporium, Diplodia.Avec une dominance des Aspergillis et des Penicilliums.

Le test d’antibiose des souches isolées vis- a-vis des bactéries cibles (Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes et Staphylococcus
aureus) a étépositif. En effet, ’exploration primaire (Technique des cylindres d’agar) a révélée
que 9 souches fongiques ont présenté une activité contre les bactéries -cibles sur au moins une
seule bactérie (Cladosporiumspp «SE8»contre Listeria monocytogenes=16mm).Le criblage
secondaire (Méthode de diffusion par disques) a montré que 3 souches sont dotées d’une activité
inhibitrice contre au moins une bactérie cible (Penicilliumspp «SCat» contre
Enterococcusfaecalis=11 mm)

A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons conclure que les souches fongiques
isolées a partir de la région d’Ain Warka, pourrait constituer un réservoir de souches a potentiel
antimicrobien remarquable contre des bactéries pathogénes. Ces souches encore mal exploitées
peuvent étre une alternative aux phénomeénes de résistance aux antibiotiques.

Mots clés : Sol, champignons extrémophiles, criblage, antibiotiques, molécules bioactives.
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Liste des abréviations

AFNOR : Association Frangaise de Normalisation
U.F : unité fongique.

P /V : poids par volume

PDA: potato dextrose agar

CDA: CzapekDox Agar

DRBC: Dichloran Rose Bengal Chloramphénicol Agar
DG18: Dichloran 18% Glycérol Agar

mm: millimétre

HR: humidité relative

Aw: water activity.

pH : potentiel d’hydrogéne.

nm : nanometre.

*CYA :CzapekYeast Agar

*G25N :25% Glycérol Nitrate Agar

* MEA : Malt Extract Agar

DG : dénombrement globale.
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Sutroduction (énérate.

Depuis "avenement des antibiotiques, une nette amélioration de la qualité et de la durée

de vie a été constatée. Cependant, leur utilisation intensive a eu pour conséquence |’adaptation
des bactéries a ces remarquables substances (BOUGHACHICHE et al., 2011). En effet, ces
derniéres années ont été marquées par une augmentation inquiétante de la multi résistance de
bactéries pathogénes(TCHAMBA et al., 2014).La résurgence de maladies infectieuses que I’on

croyait parfaitement maitrisées et [I"émergence de nouveaux pathogénes et ceci
particulierement dans les pays en développement en général et ceux d’Afrique

Subsaharienne en particulier, en raison de I'inexistence de réglementation et/ou de contréle
(DIANDE, 2010; SAVADOGO et TRAORE, 2011; BAGRE et dl., 2015).

Ces constats expliquent I'urgence de disposer de nouvelles molécules d’antibiotiques
(BOUGHACHICHE et al., 2011). L’utilisation abusive des antibiotiques offre des conditions
favorables a I’émergence, a la propagation et a Ila persistance de microorganismes
résistants(SAVADOGO et TRAORE, 2011; BAGRE et al.,2015). L’OMS dénonce aussi une menace
devenue réalité et appelle a une action commune et d’urgence des acteurs concernés
contre 'antibiorésistance (BAGRE et al., 2015). La résistance accrue aux antibiotiques classiques
des germes pathogénes a I’origine d’infections hospitaliéres pose un probléme de santé publique
de premier ordre de nos jours (BOUGHACHICHE et al., 2011).

Sans aucun doute, les antibiotiques représentent actuellement I'un des groupes de médicaments
les plus employés en médecine (RHAYOUR, 2002).

En effet, quelques 10 000 antibiotiques d’origine naturelle sont connus a ce jour, dont la majorité
sont issues de « simples micro-organismes », tel que les champignons. Tous ne sont pas employés,
les effets toxiques de certains d’entre eux empéchent leur utilisation en médecine humaine et
vétérinaire (GAUTHIER, 1993 ; LOMBARD, 2005)

C’est pour cela que les recherches actuelles de nouvelles molécules sont orientées vers
I’isolement de nouvelles souches et especes de différents écosystéemes particuliers, souvent
ignorés par le passé, avec une variété de nouvelles cibles (CRAGG et al., 1997).Notamment les sols

des milieux extrémes (sebkhas) en vue de 'obtention de nouvelles biomolécules d’attrais.

Le cadre actuel de la présente étude vise I'isolement des isolats fongiques a partir d'un milieu
extréme (sols salins: le cas de la sebkha et la région d’AIN WARKA) pour évaluer le potentiel
biologique de ces propagules fongiques et leurs possibles utilisations comme alternatives a

I’antibiothérapie.

-



Sutroduction (énérate.

Afin d’atteindre notre objectif, nous avons suivi la démarche suivante :

= Choix des points de préléevement des échantillons de sol

= (Caractérisation physico-chimique des échantillons de sol.

= Isolement, Purification des isolats fongiques a partir des différents sols et I'identification
des souches.

= (Criblage des souches pour la recherche des molécules bioactives.

.
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Ghapitre ] . Milieur K atrémes Kt Organismes Zetrémophiles

1. Monde des extrémophiles
Un environnement est qualifié d’extréme lorsque les paramétres physico-chimiques qu’il
renferme sont le plus souvent hostiles a la vie conduisant en une spécialisation et/ou une
diminution de la biodiversité existante : pH inférieur a 5 ou supérieur a 9, pression supérieure a 20
MPa, température supérieure a 50°C ou inférieure a 10°C, et des concentrations en sels
supérieures a 3-4 % en NaCl jusqu’a saturation (35 % en NaCl).Nous aborderons donc ici les habitats
qui sont occupés par les principaux groupes d’extrémophilesque sont les psychrophiles, les

thermophiles, les acidophiles, les alcali-philes, les halophiles etc....

(GREGOIRE et al., 2009).

2. Principaux biotopes extrémes

«Sur la base de la définition donnée ci-dessus, I’exploration des environnements extrémes sur
Terre constitue une entreprise de longue haleine qui n’est que partiellement réalisée a I’heure
actuelle. Les principaux parameétres physico-chimiques pris en considération sont la température,
le pH, la teneur en eau, la pression et I’osmolarité du milieu extérieur. Ces facteurs du milieu
peuvent agir isolément ou en combinaison de deux ou plus » (QUERELLOU&GUEZENNEC, 2010) Les
biotopes naturels les plus singuliers constituent des gisements d’extrémophiles. A titre

d’exemple, nous pouvons mentionner différentes niches écologiques extrémes telles les :

2.1. Sources thermales
Les sources hydrothermales volcaniques possédent une étonnante diversité d'organismes a la
base d'oasis de vie dans les abysses (Figure 2).Dans les sources hydrothermales, les archées et les
bactéries dites « thermophiles » ou « hyperthermophiles » ne se développent de maniére optimale
qu'a des températures élevées, parfois au-dela des 110°C. (FRANZETTI, 2018) De plus, de
nombreuses sources présentent des pH acides, voire trés acides ou se développent des
acidophiles et/ou des acido-thermophiles. Quelques rares sources hydrothermales, telle que Lost
City (dorsale Médio-Atlantique) présentent des pH alcalinsqui supportent le développement de
souches alcaliphiles ou alcali-thermophiles. Les sources hydrothermales les plus profondes
connues (Ashadzé, 4 100 m) ont permis d’isoler des souches parophiles ou piézophiles qui se
développent uniquement dans une gamme de pression de 20 a 120 Mpa telles que

Pyrococcusyayanosiiappartenant au phylum d’archaea (QUERELLOU&GUEZENNEC, 2010).

2.2. Milieux froids

.



Ghapitre ] . Milieur K atrémes Kt Organismes Zetrémophiles

Les organismes psychrophiles se développent et prospérent a moins de 5°C, généralement aux
alentours de 0°, et souvent a une température inférieure a 0°C dans de I’eau restée liquide a cause
d’une grande concentration en sel. Ces organismes peuvent se rencontrer dans les grands fonds
océaniques (60% de la surface terrestre est couverte par des mers et océans de profondeur
supérieure a 1000 m ou la température est de I'ordre de 2°C), dans la neige de montagne, sur ou

dans les inlandsis, sur ou dans le permafrost, dans les lacs sous-glaciaires antarctiques (comme le

lac vostock), sur ou sous la banquise. (THOMAS &DETAY ,2018)

2.3. Ecosystémes salins et hypersalins

Deux types d’environnements peuvent avoir le sel comme facteur agissant sur les populations

microbiennes ; le sol et I’eau. L’équilibre de sel dans ces environnements est affecté par la pénurie

de la pluie et la forte évaporation en particulier dans les régions semi -arides et arides (HACHICHA,

2007).

2.3.1. Sols salés

Le sol est un milieu fragile et trés complexe, trop longtemps considéré comme un simple support
de l'agriculture. C'est un milieu vivant, interface entre la biomasse, I'atmosphére et I'hydrosphere.
Le sol joue un réle prépondérant dans le déterminisme de la qualité des eaux, de l'air et de la
chaine alimentaire. C’est aussi un milieu de transit, de stockage et de transport de nombreuses
substances, quelle que soit leur nature, organique ou inorganique, résultant de processus naturels
ou d'activités domestiques (CALVET, 2000).

Il est considéré comme salin lorsqu’il contient un exces en sels solubles, dans la plupart
comprenant les chlorures, les sulfates et les bicarbonates de sodium, de calcium et de

magnésium, leur salinité est supérieure a 0,2% (p/v) (GHASSEMI et dl., 1995). L’exemple type des

sols salés : les sebkhas.

-
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Figure 1.Vue générale de la sebkha de Kenadsa(Bechar) (Messoubl, 2013)

2.3.2. Eaux salées
Les eaux sont considérées salées lorsque la salinité dépasse 0,3 % (p/v) et on définit les eaux
hypersalées comme celles présentant des concentrations en sels minéraux supérieures a celle de
I’eau de mer (3,3 % p/v) (EDGERTON&BRIMBLECOME, 1981).Cependant, cette définition n’est pas
spécifique car la majorité des milieux hypersalés ont pour origine les eaux de mer et sont divisés
en deux groupes :

2.3.2.1. Thalassohalins
Ce groupe résulte de I’évaporation progressive de I'eau d’une mer ou d’un lac, ou de la
redissolution d’évaporites en fond de mer par I’eau de mer surnageant. Les concentrations en sel
dépassent 5 % de NaCl. Ce sont les lieux de prédilection des espéces dites halophiles.

(QUERELLOU&GUEZENNEC, 2010).

2.3.2.2. Athalassohalins
L’évaporation compléte de I’eau de mer est a l'origine de la formation de dépdts de sels
constituant a travers le temps des évaporites qui sont présents sur tous les continents et
considérés comme des environnements fossiles hypersalés. Leur dissolution, par I’eau, crée des
milieux athalassohalins (RODRIGUEZ-VALERA, 1993) dont la composition ionique est différente a
celle de I'eau de mer, ils sont riches en microorganismes. De tels environnements sont
représentés par la Mer morte ou la valeur de pH est autour de 6 et la concentration des cations

divalents (1,9M Mg*" et 0,4M Ca*") dépasse la concentration des cations monovalents (1,6M Na* et




Chapitre ] . Milieuz atrémes Et Organismes K lremophiles.

0,14M K*) (OREN, 2002).Les trois derniers milieux qu’on a mentionnés ci-dessus sont résumés

dans la Figure suivante 2.

Figure2.Photos de différents environnements extrémes.

En haut a droite : site hydrothermal ""Logatchev" a 3000 m de profondeur sur la dorsale atlantique. En haut

a gauche : Source hydrothermale volcanique des Agores. En bas a gauche : Milieu glaciaire antarctique. En

bas a droite. Lac hypersalé des Andes. (FRANZETTI, 2018)

2.4. Milieux trés pauvres en eau
Les organismes xérophiles supportent les milieux arides et les forts dessechements. On les
retrouve dans le désert connus sous le nom de vernis (ou platine) du désert. Ils se présentent
sous la forme de fins biofilms riches en oxydes de fer et de manganése associés a des argiles
d’altérations résultant de I’action des xérophiles. Ces derniers peuvent vivre dans les roches, ce

qui leur permet de se protéger, a la fois de la perte d’eau et des fortes radiations solaires
(THomAs&DETAY, 2018).

3. Organismes extrémophiles

Le terme « extrémophiles» a été inventé pour la premiére fois, en 1974, par MacELROY, dans un

journal intitulé ‘Somecomments on the evolution of extremophiles’, il a été interprété par
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plusieurs facons pour enfin étre associer aux microorganismes qui peuplent des niches

écologiques extrémes caractérisées par des conditions défavorables pour le développement
d’une vie (IRWIN&BAIRD, 2004).

Les extrémophilessont des micro-organismes qui se développent de maniére optimale dans des

conditions de milieux mortelles pour la quasi-totalité des autres espéces
(QUERELLOU&GUEZENNEC, 2010).Les microorganismes extrémophiles peuvent étre répertoriés

en plusieurs groupes, selon leurs paramétres de croissance et les conditions dans lesquelles ils

existent (hautes et basses températures, valeurs extrémes de pH, hautes concentrations de sel,

hautes pressions et radiations). (NAs, 2013).

Tableau 1. Conditions extrémes et microorganismes appropriés.

Paramétres environnementaux Description des microorganismes Références

Microorganismes

Salinité
Halotolérants Croissance sans sel avec tolérance a des (ECHIGO etal., 2005)
concentrations élevées.
Légerement halotolérants 6 a 8% (p/v).Nacl (TIQUIA et al., 2007)
Halotolérants modérés 18 a 20% (p/v). Nadl
. A« o ; " . .

Halotolérants extrémes 0% de NaCl jusqu’ale point de saturation. (HACHICHA, 2007)

Halophiles Nécessitent le sel pour la croissance (GREGOIRE et al., 2009)

Légérement halophiles. 2 et 5% de NacCl.

Halophiles modérés. 5 et 20 % de NaCl.

Halophiles extrémes. Optimum de croissance 20 et 30 % de NacCl.

Non Halophiles. Tolére des concentrations minimes de NaCl1% (TIQUIA et al., 2007)

Température

Thermophiles. T optimale de croissance de 60°C (GREGOIRE et al., 2009).

Hyperthermophiles. T de 80°Cjusqu’a 110°C.

Psychrophiles. optimum de croissance entre 15°C et 20°C,

capacité de croitre en dessous de 0°C

Psychrotrophes. Croissance a <15°C optimum a > 18°C. (IRWIN et BAIRD, 2004)

y .
pH
Acidophiles développent optimale a un pH égal a 2. (MOROZKINA et al,
Alcalophiles vivent a un pHz9

2010)(GREGOIRE et al.,
2009).

o
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% Généralités sur les champignons

Les champignons microscopiques (ou mycétes) sont des organismes hétérotrophes : non
photosynthétiques. Ils se répartissent en deux grands groupes : les levures et les moisissures
(BOUSSEBOUA ,2003).

Les moisissures sont des champignons microscopiques filamenteux, ubiquitaires, qui constituent
un ensemble hétérogene d'environ 20.000 espéces. Ces micro-organismes eucaryotes

appartiennent en majorité a quatre classes : zygomycéte, ascomycetes, basidiomycetes et

deutéromycétes (BOIRON, 1996 ; BOUSABOUA, 2003).

Ces micro-organismes microscopiques produisent une grandes variété de métabolites
secondaires, certains d'entre eux sont tres utiles a I'homme et présentent un intérét considérable
dans les différents domaines (agricultures, biotechnologie, environnement, santé ; ect.). Ainsi
certains de ce micro-organisme sont utilisés dans les processus biotechnologiques pour la
syntheése des différents acides, comme I'acide citrique et I'acide gluconique ainsi que pour la
production d'enzyme (protéase et pectinases). D'autres sont utilisés dans I'industrie

agroalimentaire, pour |'affinage des fromages et I'amélioration des qualités organoleptiques de

certains produits alimentaires (VERSCHEURE, 2002).

1. Définition des mycetes

Les champignons (Fungi ou mycetes) sont des organismes eucaryotes, elles sont dépourvues de
pigments chlorophylliens (BOUCHET et al., 1999).

Les champignons sont considérés avant tout par une structure mycélienne et une organisation
cénocytique. lls sont constitués en effet par des éléments filamenteux, les hyphes plus ou moins
allongés, ramifiés, dont I’ensemble connus sous le nom de mycélium peut a l'intérieur de ces
enveloppes se trouve enfermée une masse cytoplasmique mobile contenant de nombreux
noyaux cette organisation est dite cénocytique.

Le mycélium est dit (Septé) lorsque des cloisons transversales s'y forment réguliérement; les
cloisons sont incomplétes du moins dans les parties actives du mycélium ou elles sont percées
d’un pore central les éléments constitutifs du mycélium cloisonne sont appelées hyphes. Ceux du
mycélium non cloisonné sont nommés ; siphons. L’unité cellulaire de la base du thalle est appelée

hyphe, c'est une cellule tubulaire emprisonnée dans une paroi rigide de chitine (SEMAL et adl.,

1993) (voir figure 3 ), les propriétés principales des mycetes sont résumés dans le tableau 2.

.
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Figure 3. Morphologie des champignons (SIMON et al., 1994)

Tableau 2. Propriétés principales des Champignons (DELARRAS, 2007).

-Thallophytes : ne possédent ni feuilles, ni tiges, ni racines.

- Pluricellulaire (moisissures) ou unicellulaire (levures).

Structure filamenteuse, hyphes ou filaments a paroi souvent
composées de chitine, septes ou phones.

-Espéces dimorphiques avec une forme levure qui se multiplie par
bourgeonnement ou scissiparité.

-La paroi de la cellule de champignon constitue le chitine ou
cellulose selon I'espéce, cette paroi est ventrue par la membrane
cytoplasmique.

Formes

-Croissance strictement apicale, puis ramification de I’hyphe

Croissance . . . 0
conduisant a la formation d’un mycélium ou thalle.

des hyphes

-Hétérotrophes.

-Chimiohétérotrophes.

- Source de carbone et d’énergie : molécules carbonés organiques.
Métabolisme générale - Suivant les espéces, peuvent lyser les polyméres complexes grace

a des enzymes extracellulaires : cellulose, amidon, pectines, mais

aussi des protéines et des lipides.

Mode de -Sexuée ou asexuée par I'intermédiaire des spores.
reproduction
Habitats -Air, eaux, sols ... .vivent en saprophytes ou parasites.
naturels et - Certaines champignons sont pathogénes pour ’homme.
- Matiéres premiéres alimentaires, aliment... pouvant étre
autres contaminés par des moisissures toxinogénes.

:
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2. Conditions physico-chimiques pour la culture des champignons

La croissance fongique dans un environnement naturel, est beaucoup plus lente que dans les
conditions in vitro du laboratoire, car les conditions physico-chimiques dans la nature ne sont
pas toutes optimales en méme temps. Les facteurs environnementaux, tels que 'aération, le
pH, la disponibilité d’eau, les nutriments et la température influencent la croissance des micro-

organismes et jouent un réle déterminant sur la biodiversité microbienne dans un habitat
particulier. (DELARRAS, 2007). Le tableau 3 résume les principaux parameétres pour la culture

des champignons.

Tableau 3. Conditions physico-chimiques pour la culture des champignons

(DELARRAS, 2007).

.Optimum de croissance de 25-35°C: champignons psychrotrophes a
Température mésophiles.
.Maximum de 60-62°C : champignons thermophiles.

.20-50°C : champignons thermotolérants.

.En générale pH entre 4,5 et 8,0 avec optimum entre 5,5 et 7,5 .

PH .A pH< 4,5 : champignons acidophiles.

Aération .En général aérobie.
.Quelques espéces micro-aérophiles et anaérobies strict.
.Nombreuses levures et moisissures fermentant les glucides.
Lumiére .Pas d’action de spectre visible sur la croissance végétative des
champignons.
Action sur la sporulation chez certains champignons.
Aw .Valeur limite de 0,65 pour la disponibilité en eau

.Champignons xérophiles.

2.1. Levures
2.1.1. Définition

Sont des mycetes unicellulaires, non filamenteux qui sont généralement sphériques ou avales.
Comme les moisissures, les levures sont treés répandues dans la nature ; elles se présentent
souvent sous forme de poudre blanche sur les fruits et les feuilles (TORTORA & al., 2003). Les

principales propriétés des levures sont mentionnées dans le tableau 4.

18
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Tableau 4. Propriétés principales des Levures (DELARRAS, 2007).

- Unicellulaires, non filamenteux.
-Suivant les espéces : sphériques, ovoides, allongés, cylindriques,

Organisation et cytologie apiculées, agivales «en forme citron».

- Cellule de 20 a 50 um de longueur et de 1a 10 um de largeur.

Croissance - Source de carbone, source d’azote organique, sels minéraux

-Exigent des vitamines.

Caractére -Production des pigments jaunes ou rouges.
particulier
Multiplication - Multiplication végétative : par bourgeonnement (mode de

végétative et

. reproduction le plus courant).
reproduction P P )

- Reproduction sexuée : en condition défavorables.

2.2. Moisissures

2.2.1. Définition

Les moisissures peuvent étre définies comme des microorganismes hétérotrophes
filamenteux et immobiles, dont la structure cellulaire est celle d’une cellule eucaryote
classique (NICKLIN et al., 2000). Certaines vivent en symbiose avec des végétaux,
d’autres sont des parasites des végétaux ou des animaux, d’autres enfin sont des
saprophytes se développant aux dépens de substrats inertes ou en voie de
décomposition (BOURGEOIS, 1989 ; LEVEAU & BOUIX, 1993). Les moisissures possédent
un appareil végétatif constitué par un thalle filamenteux, le mycélium, dont les
filaments s’appellent des hyphes. Le mycélium peut différencier des organes forts
variés selon les groupes, spécialisés dans la multiplication et la dissémination,
auxquels on accorde la dénomination globale de spores (BOURGEOIS, 1989).

Les moisissures sont aérobies, en général, acidophiles (pH compris entre 3 et 7)
(NICKLIN et al., 2000) et mésophiles (température optimale 20-30°C) (BOTTON et al.,
1990). Cependant, certaines espéces sont psycrophiles, se développant a basse
température (T°<15°C ou méme parfois < 0°C, comme Cladosporium herbarium,

Thamnidium elegans). Elles ont, en générale, un faible besoin en eau par rapport a
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d’autres microorganismes (Aw= 0.65) (BOIRON, 1996). Elles sont souvent dotées de
propriétés lytiques importantes (cellulolytique, pectinolytique, amylolytique,
protéolytique, lipolytique, etc...) qui en font des agents de dégradation dangereux

mais aussi parfois des alliés utiles (affinage des fromages, production d’enzymes).

2.2.2. Classification des champignons

La taxonomie utilisée par les mycologues, divise les mycétes en 4 embranchements,
suivi principalement les modalités de reproduction, la composition de paroi, sur la
structure des filaments et les organes reproducteurs (PRESCOTT et al., 2010). Le tableau

illustre la caractérisation des différents mycetes.

Tableau 5. Caractéristiques des différents mycetes (DELARRAS, 2007)

Ascomycetes Deutéromycétes  Basidiomycetes Zygomycétes
Nombre 30000 25000 25000 1500
d’espéces
Reproduction Asexuée, sexuée Asexuée Asexuée, sexuée Asexuée, sexuée
Spores Ascospores conidies basidiospores
Mycélium Septé Septé septé siphon
Exemple Lichens mycorhizes

.
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Le tableau 6 résumé la classification générale des champignons filamenteux.

Tableau 6.Classification des champignons (PHILIPPE, 2018)

DIVISION

CLASSE

GENRE

Chytridiomycota

Chytridiomycetes

Olpidium, Synchitrium

S
E
X Zoospore
U Zygomycota Ordre : Mucorales | Rizopus, Mucor,Lichtheimia
£ (mucoromycotina)
Zygospore
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomyces, Candida
Ascomycetes Arthroderma
(=dermatophytes)
Ajellomyces (=Histoplasma,
Asque Blastomyces)
Basidiomycota Tremellomycetes Filobasidiella neoformans
8 (=Cryptococcus neoformans)
Baside

Fungi Blastomycetes Candida, Cryptococcus,
A Imperfecti (Deuteromycota) Hyphomycetes Rhodotorula, Trichosporon,
S Attention ! Moniliaceae Aspergillus, Blastomyces,
E Classification Dematiaceae Coccidioides, Fusarium,
X taxonomique obsolete. Coelomycetes Histoplasma, Microsporum,
U Trichophyton, Alternaria,
E Cladosporium, Phoma.
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3. Production des métabolites secondaires
Beaucoup de mycetes peuvent produire des composés appelés métabolites secondaires
(DEMAN & FANG, 2000). Les métabolites secondaires se caractérisent par le fait que leur
production n’est pas indispensable a la croissance du microorganisme lui-méme et ils sont de
structure et d’activité biologique tres diverses. Habituellement, ils sont sécrétés sous forme de
mélange qui représente une structure chimique unique (BOIRON, 1996). Chez les mycetes, la
production de métabolites secondaires est un processus couplé au développement

morphologique en particulier a la phase de sporulation (HAPwWOOD, 1988 ; DEMAN & FANG, 2000

CALVO et al, 2002) . Les métabolites secondaires peuvent avoir certaines activités :
= Métabolites qui activent la sporulation (acide linoléique et ses dérivés, produits par
Aspergillus nidulans) ( CALVO et al , 2002 ).
= Pigments nécessaires pour la formation des spores sexuelles et asexuelles
= Métabolites toxiques sécrétés par les colonies a la période approximative de la
sporulation ( la biosyntése des mycotoxines ).
Ultérieurement, les métabolites secondaires peuvent :

* retarder la germination des spores jusqu’a ce que les conditions environnementales

soient favorables ;

= protéger les spores en dormance contre des amibes ;

= éliminer les microorganismes concurrents pendant Ila germination dans

’environnement (DEMAIN & FANG ,2000).

Génétiquement, les geénes responsables de la biosynthése des métabolites secondaires
sont habituellement arrangés dans des faisceaux contenant également les génes responsables de
la résistance a ’action toxique et parfois, des genes précurseurs de la biosynthése d’antibiotiques
(MARTIN & LIRAS, 1989 ; CUNDLIFF, 1989 ; CHATER & BIBB, 1997 ; MARTIN, 1998). Ce processus
constitue chez les mycétes un régulateur global de métabolites secondaires appelé Lae A. En
effet, ce facteur a été identifié chez A. nidulans et plus récemment chez A. fumigatus. Cette

découverte a permis d’augmenter ou diminuer la production des métabolites secondaires chez un
mycéte en modulant I’expression de Lae A. (WOOBOK & KELLER, 2004 ; KELLER & WOOBOK,

2005).

.
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3.1. Mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires peu volatiles, élaborés par diverses
moisissures sous certaines conditions environnementales. A ’heure actuelle seules certaines
espéces de moisissures sont connues comme ayant la capacité de produire des toxines. Leur
biosynthése est dépendante de plusieurs facteurs, dont la température, I'intensité lumineuse, le
dioxyde de carbone dans I’air, les éléments nutritifs disponibles et la présence et la présence
d’autres espéces en compétition (HENDEY et al, 1993). Chaque mycotoxines n’est pas
nécessairement spécifique a une moisissure donnée. La gliotoxine, par exemple : peut aussi bien
étre produite par Aspergillus fumigatus que par Trichoderma viridae. De méme, une moisissure
donnée peut produire plusieurs toxines : Aspergillus fumigatus, agent étiologique de certaines

atteintes pulmonaires, fabrique plus de huit toxines différentes (MAHEUX, 1998).

3.2. Métabolites secondaires a intérét alimentaire
Les enzymes fongiques restent toujours les outils clés de la biotechnologie et refletent
de plus en plus I'importance et le réle infini des moisissures dans les différentes applications
alimentaires. Aspergillus niger est un bon exemple, il produit la cellulase, les amylases, I'invertase
et la pectinase, employées principalement comme des catalyseurs biologiques en glucoserie,

brasserie et pour la fabrication des boissons. Cette moisissure secréte aussi des protéases, des

lipases et des estérases, utilisées dans différentes applications alimentaires (KOSIKOWSKI, 1988 ;
SCRIBAN, 1999).

3.3. Métabolites secondaires a intérét pharmaceutique
Dans le secteur de l'industrie pharmaceutique, les mycétes sont utilisées pour la
production des métabolites secondaires. Leur synthése et I'amélioration du rendement repose
sur "optimisation des procédés de fermentation et de modification des souches, par recherche
des mutants spontanés, par mutation dirigée lorsque les bases génétique de la biosyntheése des
métabolites sont connues, ou encore par constriction des souches par croisement ou

manipulation génétiques( DELARRAS, 2007). Parmi ces produits on peut citer :

3.3.1. Antibiotiques
Les antibiotiques sont des substances chimiques et Jou organiques produites par un petit
nombre de microorganismes et exercant une action toxiques envers d’autres microorganismes
dont principalement les bactéries. Cette action peut étre seulement inhibitrice de la croissance,
elle est alors bactériostatique et réversible, mais elle peut aussi étre Iétale et dans ce cas elle est

bactéricide et irréversible. Souvent un méme antibiotique peut exercer I'un ou l'autre de ces

effets, en fonction de sa concentration (PRESCOTT, 1995). Parmi un totale de quelque 10700

.
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antibiotiques décrits pour I’ensemble du monde vivant, environ 1600 proviennent de champignon.

(BoTTON et al., 1990).

Tableau 7. Myceétes producteurs d’antibiotiques

(LARPENT et LARPENT -GOURAUD, 1996).

Organismes producteurs Antibiotiques
Aspergillus flavus Acide aspergillique
Aspergillus fumigatus Fumagilline
Cephalosporium acremoniumu Céphalosporine

Cephalosporium caerulens Cérulinine

Fusidium coccineum Acide fusidige
Helminthsporium siccans Siccanine
Paecilomyces variotti Variotine
Penicillium chrysogenum Péniciline

Penicillium griseofulvum
Griséofluvine

4. Adaptation des mycetes aux milieux extrémes

« Dans leur milieu naturel, la plupart des moisissures sont saprophytes, tirant leur nourriture
de matiéres organiques mortes ou plus ou moins décomposées. Méme, si toute matieére organique
peut constituer un substrat de croissance pour les moisissures, les conditions optimales de
croissance peuvent varier d’une espéce a l'autre, chacune d’entre elles ayant un degré différent
d’adaptation a son environnement ». Certains moisissures préférent un taux d’humidité trés élevé
pour croftre tandis que d’autres tolérent un taux beaucoup moins élevés. « Les spores permettent

aux moisissures de résister a des conditions extrémes Cette résistance aux conditions

environnementales peut varier considérablement d’une espéce a d’autre mais on retrouve des

especes adaptées presque a tous les climats et conditions extrémes ». (HALEWYN et aL., 2001)
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Tableau 8. Apercus de degré de résistance des spores fongiques

(REGNAULT, 1990 ; BLOCK, 1991 ; KENDRICK, 1999 ; CARLILE et al., 2001).

Conditions Exemples d’espéces

environnementales Seuil de résistance Durée de la viabilité Concernées
Ascospores

Chaleurs trés 90C° (feux de Quelques mois (Byssochlamyces)

élevées foréts)

Froid intense Congélation un hiver Plusieurs  d’espéces
du Nord
La  majorité  des
genres de

Sécheresse de [Iair *0% d’humidité Semaine a année I’environnement

ambiant relative intérieur : Eurotium,
Aspergillus,
Penicillium

Présence de de 0a50% de Jusqu’a des années Eurotium sp

’humidité dans le Phumidité A ces taux, les

milieu sur lequel se +de 50%d’humidité spores devraient

déposent les spores

germer dans le cas
contraire,

pourrissent

Toutes les espéces

4.1.

Dans les milieux a forte salinité et a faible activité en eau, les espéces fongiques

développent des mécanismes d’adaptation nécessaires pour la survie dans ces conditions difficiles

Stratégies d’adaptation des moisissures aux milieux hypersalins

(STIVALETTA et al., 2009). ces différents mécanismes sont illustrés sur le tableau suivant.
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Tableau 9. Mécanismes d’adaptation aux conditions difficiles

(GUNDE-CIMERMAN et al., 2009)

Accumulation des solutés compatibles

-Accumulation différents polyols, acides
aminées libres et leurs dérivés. Certaines
utilisent le glycérol, d’autres le sorbitol, le

mannitol, I'acide glutamique et I’ananine.

Equilibre ionique

Fluidité de la membrane cytoplasmique

-L’état d’équilibre est ateint par I’accumulation
dans le milieu intracellulaire des ions K*a I'aide
de la pompe Na*/K*

-La diminution du rapport
stérol/phospholipides rend la membrane plus
fluide, donc plus résistante a la pression
osmotique.

-l’accumulation des acides gras insaturés,
conduit a un changement de la composition
lipidique et permet donc la rétention des
solutés  compatibles dans le  milieu

intracellulaire.

.
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1. Présentation de larégion d’étude

Nom de la zone humide : Le Cirque de AinWarka, Wilaya de Naama
Coordonnées géographiques : Latitude 32° 43’64’N Longitude 0° 9’86”0.
Localisation générale : Situé au cceur des Monts des Ksours dans I’Atlas Saharienoccidental, le
site qui fait partie de la commune d’Asla se trouve a une distance de 60 km de la ville d’AinSefra
dans la wilaya de Naama.
Altitude : 1058 metres Superficie : 2350 hectares
Descriptif : Connue par les géologues sous la dénomination de Cirque de AinOuarka, cette
Zone humide géothermique est une cuvette circonscrite par des montagnes abruptes culminant a
1672 ol s’étendent deux étangs aux eaux salées, claires et prof-ondes provenant de sources
d’eaux thermales.

La région de Ain Ouarka s’intégre dans les Monts des Ksour constitués de chainons
allongés (Dj. Boularfhad- Dj. Chmarikh- Dj. Tanout- Dj. Aissa,...) représentent une barriére
topographique réguliere. Ils sont globalement formés de terrains mésozoiques(secondaire) alors

que les terrains cénozoiques(tertiaire) comblent les vastes dépressions.

Au cceur de I’Atlas saharien occidental, se confine le « Cirque de Ain Ouarka » : une cuvette
renfermant deux lacs salés (1050m) et circonscrite par des montagnes abruptes culminant a 1672
m au niveau de Dj. Chemarikh. Le relief y est particulierement faconné par rudesse d’un climat
marqué par irrégularité des pluies, des contrastes thermiques accentués et des vents souvent

violents et secs.

Face a ce type de climat, les conditions pédologiques ne sont guére favorables pour le
développement du secteur agricole dans la région. Quand il n’est pas stérilisé par la salinité le sol

steppique est souvent menacé par la violence des grandes crues des Oueds ou appauvri par I'effet

de I’érosion notamment éolienne. (DIRECTION GENERAL DES FORETS ,2017)
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Figure4. La voie reliant I’'agglomération d’Ain Ouarka et RN47.
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Figure 5. Carte géographique indiquant le site de prélévement des

échantillons(Source : Laboratory for the Sustainable Management of Natural Resources in Arid and
Semi-arid Zones.)

2. Echantillonnage « Prélévement et analyse du sol »

Cinq (05)échantillons du sol ont été prélevés a partir de différentes endroits du « Cirque de Ain
Warka » qui est situé au coeur des Monts des Ksours dans I’Atlas Saharien Occidental. Le
prélevement des échantillons a été effectué durant une période froide le 31/ 01/2019 (Figure 7).A
I’aide d'une grande spatule stérile, les cinq premiers centimétres de la couche Superficielle du sol
sont écartés, nous avons prélevé alors avec une petite spatule stérile dans la couche sous-jacente

(entre 5 et 20 cm de profondeur) environ 500 g de terre qui sont placés dans un sachet stérile

soigneusement fermé et transporté au laboratoire. (Kitouni,2007 ; Abdelaziz, 2006).
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G H

Figure 6.Photos A, B, C: Vue générale de « Sebkha d’Ain Warka »

Figure7.Prélévement des échantillons a partir de la région d’Ain

Warka(Naama)Photos D, E, F, G, H : Etapes du prélevement de chaque échantillon.

E
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3. Caractéristiques abiotiques du sol
3.1. Analyses physico-chimiques
3.1.1. Dosage d’humidité
Une quantité de 10 grammes de sol de chaque échantillon sont séchée dans une étuve
réglée a une température de 105°C pendant 2 heures et pour éviter toute reprise d’humidité, on

opere dans des capsules en verre, placés dans un dessiccateur pendant 15min puis on répéte

I’opération jusqu’a un poids constant(NIELSEN, 2010).

* Mode opératoire

» Prendre environ 10 g de sol.

> Peser la boite a tare (ou la capsule) contenant I’échantillon puis la mettre a I’étuve a
105°C pendant 2 heures et placée dans un dessiccateur pendant 15 min.

» Peser laboite a tare(ou la capsule) contenant ’échantillon séché.

» Répéter I'opération jusqu’a un poids constant.
Le taux d’humidité relative d’un échantillon est donné par la formule suivante :

(P1- Pt)—(P2-Pt)
(P1- Pt).

%“HR=
Ou’ : HR : humidité relative.
P.: poids de la tare.

P,.poids de la tare avec échantillon (sol).

P2 : poids constant aprés séchage multiple.
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Figure 8.Photos A, B, C: étapes du dosage d’humidité.

3.1.2. Mesure du pH
Le pH du milieu est un facteur important pour la croissance des moisissures et la production des
mycotoxines. La plupart des moisissures croissent dans un pH acide et peuvent tolérer des valeurs

de pH tres basiques (BARSs, 1987).

Le pH a été déterminé selon la norme AFNOR X 31-103par la mesure de pH d’une suspension de sol
dans I’eau a 2/ sdont le rapport (Sol/ Eau) c.a.d. 2 /5 (g/ml) (rapport p/v) aprés agitation puis la

mesure a I’aide d’un pH-métre a électrode de type Ohaus.

Dong, nous avons préparé 10g du sol dans 25ml d’eau distillé. Aprés une agitation avec repos

pendant 30 min et aussi une filtration on mesure le pH(BOuDOUDOU etal.2005).
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Figure9.Photos A, B : Etapes de mesure du pH

3.1.3. Mesurede la conductivité électrique
La conductivité électrique a été mesurée par un conductimétre a 25°C, qui donne une
indication sur la teneur en électrolytes hydrosolubles (salinité) et a été mesurée sur un extrait
aqueux de sol (1/9 p/v) moyennant un conductimétre a électrode (de type Consort C5010) multi-
parametre a électrode. Dans le quelon a préparé un extrait aqueux de sol (5 g/45 ml) et on agit

pendant 30 min et le filtré puis on mesure la conductivité électrique (AFNOR, 1996).

Figure 10.Photos 1, 2, 3,4 - Etapes de la mesure de la conductivité.

E
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3.1.4. Dosagede carbone total:

Une prise d’essai de 5g de terre fine dans un creuset en silice taré et placée dans une
étuve a 105 C° pendant 24 heures. Apres le séchage, I’échantillon est pesé (soit m1 sa masse apres
I’étuvage) puis cet échantillon est mit dans un four a moufle a une température de 700 °C pendant
1h30 (BAIEZ&JABIOI.,1995). Le pourcentage de la matiére organique est obtenu selon la formule
suivante:

MO% = 20 (m1-m2)

Dont : m1: La masse de I’échantillon aprés étuvage.

m2 : La masse de ’échantillon apres la deuxiéme opération

20 : Pour avoir le pourcentage.

Il est possible d’estimer la quantité globale de la matiére organique en la soumettant a
une calcination a haute température ; celleci agit non seulement sur la matiére organique, mais
également sur le calcaire et les argiles, lesquels se trouvent affectés par I"échauffement et il
importe d’introduire une correction tenant compte de I'abondance de ces deux catégories
d’éléments.

Le dosage de la matiére organique est réalisé a partir du dosage de carbone organique
par la méthode Ane, en appliquant la formule (MO% = C *1,72) (MATHIEU, 2003).

La matiere organique : déterminé par dosage du carbone organique en appliquant la formule (M0%

= C*1,72).

Figure 11.Four a moufle et ses capsules pour I’incinération du sol.
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4. Caractéristiques biotiques du sol :
4.1. Analyses mycologiques :
4.1.1. Isolement des moisissures

a. Principe

Il consiste a réaliser une suspension du produit a analyser (suspension meére) suivie d’une
série de dilutions jusqu’a 10™ .De chaque suspension on ensemence, 1 ml, un milieu de culture

approprié. Les boites de Pétrie seront incubées a une température adéquate (a 25°C), (BOTTON et

al.,1990).

b. Préparation des milieux de culture

Les milieux utilisés pour I'isolement des moisissures du sol sont la gélose :

= PDA
= CDA
= DRBC

= DG18(voir annexe 01)

Figure 12.Préparation des milieux de culture A .CDA ; B.DRBC; C.PDA; D. Les milieux
préts. (Nadma, 2019)
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La croissance bactérienne est inhibée par I’addition de I'acide lactique au milieu PDA, (1ml

pour un flacon de 200 ml) apres stérilisation: PDAa(Potatoes Dextrose Agar

acidifié)(BOTTONet al.,1990).

C.

La mise en culture
L’isolement des moisissures se fait a partir de solution mere ; on a préparéla solution mére
pour chaque échantillon, 5 g du sol additionné a 45 ml d’eau physiologie stérile, avec

I’ajout de 2 gouttes de Tween 80, homogénéisé a I'aide d’un agitateur.

Des boites de Périe précédemment coulées par les milieux d’isolement sont ensemencée
avec 1 ml de solution mére, le surnagent est éliminé apres 10 a 15 min et I'incubation dure

5a7joursa25°C.

Purification et Conservationdes moisissures

La purification a été réalisé par un repiquage successif des souches fongiques sur le milieu
PDAa jusqu'a I'obtention des souches pures (BOTTONetal.,1990). Afin d’éviter toutes
contaminations bactériennes, le PDA utilisé est acidifié en utilisant 1ml de Iacide lactique a
25% pour un flacon de 250ml de PDA.

Les souches pures ont été ensemencées sur la pente des tubes de gélose inclinées, puis

incubées a 25°C pendant 7 jours .les tubes dans lesquels il ya une croissance seront

conservées a 4°C. (TINDALL, 1992).
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La solution mere
45ml d’eau
physiologique +
deux gouttes de

1Ml tween 80+ 5g du
sol.

@@@@@

DRBC DG;s PD

4+ Ensemencement sur les différents milieux de culture - Incubation a 28°C

o Purification
Conservationa 4 C

& & E LSS

Figure 13.Procédé de dénombrement et d’isolement des champignons
telluriques.(avec modification)
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6. ldentification des moisissures

6.1. Identification du genre

L’identification a pendant longtemps été exclusivement basée sur I'observation des
caractéres culturaux (identification macroscopique) et morphologiques (identification
microscopique) de I’espéce par la technique de micro-culture et de scotch. Les progres récents de
la biologie moléculaire ont permis de proposer des outils d’aide a I'identification. Toutefois, la

complexité du régne fongique fait, qu’a I’heure actuelle, ces outils ne peuvent pas encore

remplacer completement "'examen morphologique, qui reste la base de 'identification (TABUC,

2007 ; BOTTON et al.,1990).

6.1.1. Caracteéres culturaux (Identification macroscopique)

- L'identification se fait a I'ceil nue et elle se base essentiellement sur les caractéres suivant.

- Lavitesse de croissance (rapide, moyenne, lente)

- Latexture des colonies.

- Lacouleur des colonies.

- Lacouleur durevers de la culture.

- Le mode de reproduction

6.1.2. Caractéres morphologiques (identification microscopique)
C’est I’étude microscopique du mycélium, nature des organes différenciés et I’étude
biométrique.

a) Technique de scotch

A

La technique de scotch consiste a adhérer a I'aide d’un bout de scotch une fraction

mycélienne a partir d’une culture jeune et de la coller sur une lame contenant quelques gouttes
de lactophénol ou de bleu de méthyléne (CHABASSE, 2002). Les observations microscopiques

sont effectuées au grossissement x40 et x100 a ’aide d’un microscope.
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b) Technique de micro-culture

Décrite par Haris, (1989), la technique de micro-culture consiste a inoculer les spores des
moisissures sur une lame menée de petits carrés de milieu PDA acidifié et les recouvrir par une
lamelle. Les spores sont ensemencées sur les limites périphériques du milieu pour leur fournir un
potentiel d’oxygéne élevé afin qu’elles puissent germer. L’ensemble est conditionné dans une

chambre stérile et humide puis incubé a 25°C + 2°C pendant 3a 5 jours (voir la figure14).

Apreésl’incubation, les lamelles auxquelles s’adhérent le mycélium sont transférées sur
d’autres lames stériles contenant quelques gouttes de lactophénol ou le bleu de méthyléne. L es
observations microscopiques sont effectuées aux grossissements x 40, x100. Les genres sont

déterminés par les caractéres culturaux et microscopiques en se référant au manuel de

BARNETT& HUNTER, 1972.

Figure 14. Méthodes d’identification des moisissures A : méthode de scotchB :
méthode de micro-culture(Nadma,2019)

37



Chapitre 3 . Matériel et méthodes

7. Test d’antibiose
7-1.  Microorganismes cibles

Dans notre travail, on a utilisé comme microorganisme cible 5 souches bactériennesEn
effet, les souches utilisées dans le présent travail sont largement rencontrées dans diverses

pathologies chez I’lhomme. Il s’agit de :

Listeria monocytogénesATCC 15313.
Staphylococcus aureusATCC 6538.
Escherichia coli ATCC 8739.
Pseudomonas aeroginosaATCC 27853.
Enterococcus faecalis ATCC 49452.

YV VV VY

7-2.  Confirmation des souches bactériennes testées

7.2.1. Etude morphologique

Cette étude est basée sur des observations macroscopiques et microscopiques (x100)
permettant de différencier le type de Gram, les coques, les bacilles ainsi que la disposition des

cellules.

7.2.1.1. Coloration de Gram

La coloration de Gram développée en 1884 par le médecin DANOIS CHRISTIAN GRAM
Cette coloration permet de classer les bactéries selon leur capacité a fixer le cristal violet. Celles
qui possédent une couche de peptidoglycane mince sont décolorées lors du lavage a I’éthanol

(Gram-), alors que celles qui possédent une couche de peptidoglycane épaisse vont retenir le

colorant (Gram+)(PERRY et al., 2004)

7.2.1.2. Test catalase

Ce test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante en contact de peroxyde

d’hydrogene (H202). Si elles possedent la catalase, elles dégradent le peroxyde d’hydrogéne en

eau et dioxygene visible par la formation de bulles. (FICHE TECHNIQUE, 2006).

-
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» Technique

v Déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée (= peroxyde d’hydrogene) a l'aide
d’une pipette Pasteur
v’ prélever une colonie a l'aide de "anse

v'dissocier la colonie dans la goutte

7.2.1.3.  Préparation de 'inoculum

Les souches sont revivifiées dans I'eau peptonée, incubée a 37°C pendant 24h, puis
ensemencées en stries sur boite de Pétrie contenant la gélose nutritive.Les souches bactériennes
sont inoculées a nouveau dans 'eau peptonée et incubées a 37°C pendant 24h pour avoir une
culture jeune.Lors des essais, ces pré- cultures sert a la préparation des suspensions bactériennes

dans P’eau physiologie et ajustées, a I'aide d’un spectrophotométre, & 10®UFC/mlpar mesurede la

transmission optique a 620 nm (DE BILLERBECK, 2000).

8. Réalisation du test

Pour la mise en évidence de la production de substances antimicrobiennes pour les
souches fongiques isolées, nous avons choisi la technique des cylindres d’agar et la méthode de
diffusion par des disques basées sur le principe que ces substances protéiques peuvent diffuser
dans un milieu de culture solide qu’on inocule préalablement avec une souche test ; la production

de ces substances antimicrobiennes se manifeste alors par I’apparition des zones d’inhibition

autour des disques, des cylindres (KHOLKHAL, 2006).

8.1. Latechnique des cylindres(Criblage primaire)

Elle consiste a prélevé des cylindres de 6mm de diameétre a I'aide de I’extrémité des
pipettes Pasteur stériles a partir de PDAa ou les isolats fongiques ont été ensemencées (culture
jeune) et de les déposer sur milieu Muller-Hinton ensemencé préalablement en surface avec une

bactérie-test. La lecture de résultat se fait aprés 24heures d’incubation a 28°C par la mesure de

diametre de zone d’inhibition autour des cylindres d’agar (SAADOUNetal.,1999).
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8.2. Méthode de diffusion par disques« culture en milieu liquide » (Criblage

secondaire).

Il était réalisé par la méthode de culture en milieu liquide inspiré de la méthode décrite
par KHELIL(1997) et SAADOUN et al. (1999)et qui consiste a inoculer des souches fongiques pures
dans un flacon de 250ml contenant soml du milieu Yeast Glucose Sucrose (YGS) et I'incuber,
ensuite a 25°C. Aprés 14 jours d’incubation le contenu de chaque flacon, a subi une filtration puis
centrifugé a 5000 tr/3omin. Le surnagent était récupéré afin d’effectuer le test d’antibiose sur

cing bactéries test.

Les disques de papier ont été imprégnés du surnageant et posés en surface du milieu
de culture Muller- Hinton préalablement coulé en boite de Pétrie et ensemencé par la suspension
bactérienne test. Les boites sont ensuite maintenues a 4°C pendant 2a 3 heures avant d’étre

incubées pour permettre la diffusion des substances antimicrobiennes actives dans le milieu de
culture (HILLALI, 2006).Enfin I'incubation est faite a 25°C pendant 24a 48 heures. La présence

d’une zone clair autour des disques révéle la présence des substances antimicrobiennes dans le

surnageant.

9. ldentification d’espéce

Afin d’identifier I’espéce de certains souches importantes dans notre travail, nous avons
utilisé la technique de « Single Spore » décrit par Pitt, 1973 et Ramirez, 1982. Cette méthode est
basée sur la relation entre AW du milieu de culture d’une part et la température d’incubation
d’une autre part ainsi que la vitesse de croissance. Elle consiste a inoculer quelques spores d’une
culture jeune dans des tubes a hémolyse remplies au 2/3 de leurs volumes par une suspension
d’un milieu de transfert a base de 0,2% d’agar et 0,2 ml de tween 80. Avant 'ensemencement sur

les différents milieux la suspension est agitée.
La confirmation est obtenue par trois milieux de culture différents :

v Malt Extract Agar (MEA) a 25°C, nous informe sur la couleur du thalle.

V" Glycérol Nitrote Agar(G25N) a 25°C, milieu a base de glycérol (25%) ou’ ’AW est faible.
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v’ CzapekYeast Agar(CYA) a de 3 températures différentes : 5°C, 25°C et 37°C, donnant une

croissance variante selon ’AW a des températures variables.

La figure suivante montre la méthode d’inoculation de ces milieux :

37°C
5°C

Figure 15.Types d’inoculation des différents isolats des souches pures de moisissures
(Différents milieux de cultures : MEA a25°C, G25Na 25°C, CYA a 25°C, 37°C,
5°(Pitt&HOCKING., 2009)

B
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Figure 16.Technique de single spore (Naama, 2019).

NB : Les boites incubées a 37°C doivent étre renfermées dans des sacs en polyéthyléne afin d’éviter
I’évaporation, et par conséquent I’assechement du milieu. Par trés basse humidité, les boites incubées a
25°C ne subissent pas d’évaporation excessive en 7 jours et 14 jours.

9.1.  Examen des cultures
Pour toutes les cultures obtenues apres 7 jours, I'identification est fondée sur la technique
de PITT & HOCKING(2009)selon les caractéristiques suivantes :
9.1.1. Diamétre de colonie
On mesure les diametres des colonies macroscopiques en millimetres sur le fond de la
boite (NGUYEN, 2007). La croissance ou la germination microscopique a 5°C est évaluée par une
analyse en microscopie a faible grossissement, en mettant la boite de pétri de 5°C sur le champ

optique de microscope (BOTTON et al.,1990).

E
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Figure 17.Technique de mesure de diamétre de colonie.

(Pitt&HOCKING., 2009).

9.1.2. Caractéres de colonie

L’aspect de cette derniere est examiné a I’ceil nue ou sous une loupe. La couleur est examinée a la

lumiére du jour ou sous lumiére fluorescente (PITT et al.,1994).
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Ce travail porte sur I'isolement et la caractérisation phénotypique des souches fongiques a
partir du sol de milieu extréme de la région Ain Warka et la production des substances

antibactériennes secrétées par ces derniers.

1. Analyses physico-chimiques des échantillons du sol

Les résultats des analyses physicochimiques (pourcentage d’humidité, pourcentage de la
matiére organique, ainsi que le pH et la conductivité électrique) des six échantillons du sol,

sont répertoriés dans le tableau 10.

Tableau 10. Résultats des analyses physicochimiques des six échantillons de la
Sebkha d’Ain warka.

Echantillons | E1 E2 E3 E4 Es E test
pH 8,67 8,37 8,39 8,59 8,57 7,88
CE (ms/cm) | 7,29 8,23 5, 34 4,45 7,7 8,99
% MO 9,6% 7,6% 7,2% 6,6% 5,8% 9%
%AH 6,53% 11,55% 9,56% 2,6% 3,57% 9,4%

pH : potentiel d’hydrogéne ; MO : matiére organique ; AH : humidité ; CE : conductivité
Electrique.

1.1. pH

Le potentiel hydrogéne exprime le degré d’acidité ou d’alcalinité d’un sol sur une échelle de 1a
14. Un sol neutre et bien équilibré présentera un pH de 7, alors qu’un pH inférieur a 7

caractérisera un sol a tendance acide, au contraire, un pH supérieur a 7 attestera d’une terre

basique. Donc la majorité des sols ont un pH situé entre 4 et 9 (JAQUES, 2008).

Les classes de pH dans le tableau ci-dessus permettent de distinguer que notre échantillons du
sol est basique (alcalin), il est entre 7,88 a 8,67. Le tableau 11 montre la classification du sol

selon le pH.

.
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Tableau 11. Classification du sol selon le pH (Denis, 2000)

Valeur de pH (eau) Qualification du sol

Inférieur a 3,5 Hyper acide

Entre 3,5 et 4,2 trés acide

Entre 4,2 et 5,0 acide

Entre 6,5 et 7,5 Neutre

Entre 7,5 et 8,7 Basique

Supérieur a 8,7 Trés basique
1.2Conductivité

La conductivité mesurée présente de valeurs allantes de 4.45 jusqu’a 8.99 ms/cm. Tenant
compte du tableau de RICHRARDS ci -dessous qui donne les types de sol en fonction de la
conductivité électrique, notre sol est considéré comme un sol hautement salin (hyper-salin).

e Pour les échantillons 3 et 4 la conductivité est de I’ordre 4,45 /5,34 ms/cm

e Pourles échantillons 1, 2, 5,6 I'intervalle de la conductivité entre 7.29 a 8.99 ms/cm

Tableau 12. Type de sol en fonction de la conductivité électrique. (RICHARDS, 1969)

Non salin Peu salin Salin Tres salin Extrémement salin

CE

(ms/cm) < 0.6 0.6-1.2 1.2-2.4 2.4-6 >6

1.3 Taux de carbone totale:

La matiére organique présente des pourcentages allants de 5,8% a 9,6% ; selon LEE et HWANG.

2002 le taux de la matiere organique est considéré comme :

» Faible entre 4-7% : observé pour les échantillons : E4, E5.
» Modéré entre 7.1-9% : pour les échantillons : E2 ; E3 ; E6.

> Elevée entre 9.1-11% : pour E1.

Selon les résultats ci- dessus, nos échantillons du sol sont caractérisés par une variabilité du taux

de carbone total.

E
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oy 7

1.4Humidité

Selon Lee et Hwang (2002), le taux d’humidité d’un sol est considéré comme faible si le

pourcentage d’humidité est compris entre 2.0 et 9.0 pour les échantillons 1-4 et 5 Modéré entre

(9.1-13)%: pour les échantillons 2-3 et 6 elle est élevée entre (13.1-20)% .

2. Analyses mycologiques

2.1.  Isolement et purification des moisissures

L’exploitation des résultats de dénombrement de la charge fongique réalisé sur différents
milieux de culture organique et minérale (PDA, CDA, DRBC, DG18) illustrée dans les figures 18,

19,20, 21, 22 et 23

Les valeurs moyennes du dénombrement de la microflore totale, ainsi que les différentes
souches fongiques isolées par la méthode de dilution sur les quatre milieux ont été de (2, 23, 3.2,

1.4, 1.2) respectivement pour les échantillons 1, 2, 3, 4,5.

Concernant le dénombrement de I’échantillon Test, ’essai préliminaire de ’estimation de la flore
fongique s’est fait uniquement sur le milieu organique PDAa. Sa densité microbienne est 2,4UF/1g

du sol.

L’aspect macroscopique des moisissures isolées de I"échantillon test du sol sur milieu PDA

est mentionné dans la figure suivante.

Figure 18. Aspect macroscopique des moisissures isolées de I"échantillon test sur
milieu PDA

E



UF/g HDG
2,5 - 4 DRBC
2 HPDA
2 1  CDA
M DG18
1,5 A
1 .
0,5 -
0 - milieux
DG DRBC DG18

Figure 19 .Dénombrement des isolats fongiques suivant les milieux d’isolement de
I’échantillon du sol 1

UF/g HDG18
25 - 23 4 DRBC
H PDA
20 A
H CDA
15 - M DG18
10
10 -
5 _ J .
0 - T milieux
DG18 DRBC PD DG18

Figure 20.Dénombrement des isolats fongiques suivant les milieux d’isolement de
I’échantillon du sol 2
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UF/g3,5 - 3,2 HDG
3 4 DRBC
H PDA
2,5 -
H CDA
2 7 HDG18
1,5 -
1
1 - 0,8 0,8
0,6
0,5 -
milieux
0 T T T T
DG DRBC PDA CDA DG18

Figure 21.Dénombrement des isolats fongiques suivant les milieux d’isolement de
I’échantillon du sol 3.

UF/g 1,6 - H DG
1,4
1,4 - 4 DRBC
12 - HPDA
E CDA
1 .
0,8 HDG18
0,8 -
0,6
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0 0 milieux
0 T T T T 1
DG DRBC PDA CDA DG18

Figure 22 .Dénombrement des isolats fongiques suivant les milieux d’isolement
de I’échantillon du sol 4.
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UF/g 1,4 -
1,2 A

1 -

0,8 -

0,6 -

0,4 -

0,2 -

0 -

H DG
1,2
4 DRBC
H PDA
H CDA
HDG18
0,6
0,2 0,2 0,2
‘NN
DG DRBC PDA CDA DG18

Figure 23 .Dénombrement des isolats fongiques suivant les milieux d’isolement
de I’échantillon du sol 5

Les résultats de dénombrement montrent que la densité des propagules fongiques de sol est

variable entre les échantillons ou on observe que I’échantillon 2 ayant une charge de 23 UF/1g du

sol respectivement cette variabilité est influencé par plusieurs facteurs les paramétres physico-

chimiques, les zones de prélévement etc...

Concernant les zones de prélévement se sont 3 zones mentionnées dans (Tableau 13).

Tableau 13.Description des zones de prélevements des échantillons du sol.

Zones Point Nombre des Echantillons du sol prélevés
du prélevement échantillons du sol
Zone1 Prés du lac salé 3 1;2;3
Zone 2 Distant du lac salé 2 4;5
Zone 3 Prés du lac salé et 1 E test
auprés de quelques
plantes

Selon le tableau ci- dessus, les échantillons 1, 2 et 3 sont prélevées prés de lac salé (zone 1),

’échantillon test est prélevé prés du lac salé et aupres de quelques plantes (zone 3) avec une

interaction possible entre les souches fongiques de I’échantillon test et les plantes. Les

échantillons 4 et 5 sont prélevés a distant du lac salé (Zone 2).

]
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3. Ildentification des moisissures

3.1.  ldentification du genre

En se basant sur I’étude des caractéres macroscopiques (couleur, aspect de colonie et le revers

des boites, etc.) et microscopiques (forme de thalle et des spores) des isolats fongiques
(BARNETT et HUNTER, 1972), nous avons pu identifier plusieurs genres par la technique de micro-

culture et aussi la méthode de scotch a savoir: Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium,

Cladosporium et Diplodia. Les isolats fongiques identifiés étaient mentionnées dans la figure 23

suivante.
Nombre35 - M Aspergillus sp
30 - M Penicillium sp
25 M Alternaria sp
20 - 4 Fusarium sp
15 | M Diplodia sp
10 M Cladosporium sp
5 .
Genre
0 i | (| — . !
R R R R R R
QY . O S §° S
2\ N & N N
) O & o &° S
?S,Q QQ}\ v\\' ‘<\) 0 60‘7
00

Figure 24.Microflore spécifique total de 6 échantillons du sol prélevés d’Ain

Warka.

L’isolement a partir du sol de la région d’Ain Warka a permis I'obtention de 63 isolats fongiques
appartenant a 6 genres : Aspergillus, Alternaria, Penicillium, Fusarium, Cladosporium et Diplodia.
La description microscopique et macroscopique de quelques souches fongiques isolées a partir du

sol d’Ain Ouarka sont illustrés dans le tableau 14.
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Tableau 14. Etude microscopique et description macroscopique de quelques souches

fongiques isolées a partir du sol d’Ain Warka.

Souches Description Photo microscopique Genre
fongique macroscopique
Grisatre Aspergillus spp
SFj10
SFl12
SFM13
SFk11 mélange entre marron et Aspergillus spp
blanc, revers jaune miel
Sj10 Bleu au contour blanc Penicillium spp

5
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SFQ17 Vert foncé avec des taches
blanches et marron Penicillium spp
SFS19 Marron avec centre noire Alternaria spp
SCat vert au centre avec taches Penicillium spp
blanches
Vert avec des taches
SCki11 blanches Penicillium spp

E
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CFa Jaunatre avec centre Aspergillus spp
jaune foncé
Marron au contour rose
CFF clair avec extrémité Fusarium spp
blanche, revers marron
clair.
CFG Blanc marron Aspergillus spp
SD8 vert foncé avec halo Penicillium spp

blanche

5
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SD17 Beige sous forme de fleur Aspergillus spp
SD18 Noire et blanc
Aspergillus spp
SE8 Marron foncé Diplodia spp
SE12 Verdatre Cladosporium
spp

5
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b o N
)
‘. & ‘\‘:‘\;f.
Jaune verdatre avec : Aspergillus spp
£
ScQ1y centre blanc »
;‘:ﬁf v
. y
Scmi3 jaune claire Aspergillus sp
SL12
Vert foncé Penicillium spp
A 4
SE5
Verdatre Alternaria spp

.
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L’analyse des résultats montre, par ordre décroissant, que le genre majoritaire est Aspergillus qui
correspondant a 50% suivie du genre Penicillium qui correspondant a 29,69% et aussi le genre
Altarnaria qui correspondant a 15,63%, tandis que le genre Fusarium, genre Cladosporium et genre
Diplodia qui correspondant a 1,56% sont les moins répondus (les pourcentages sont motionnés

dans la figure 24).

Aspergillus sp

0,
1,56%__ 1196% /_1'56A) ® Penicillium sp

u Alternaria sp
M Fusarium sp
M Cladosporium sp

i Diplodia sp

Figure 25. Pourcentage des genres fongiques isolés a partir du sol d’Ain Warka.

4. Etude de I’activité antibactérienne

Afin d’atteindre notre objectif on a limité notre étude beaucoup plus sur le genre Penicillium
qui est rarement incriminé en pathologie humaine et constitué un réservoir principal de
substances biologiquement actives avec 2 autres genres qu’on a ajouté Cladosporium et
Diplodia.

A cet effet, I'investigation du pouvoir biologique a été exclusif pour les souches des espéces
appartenant aux genres Penicillium, Cladosporium et Diplodia vis-a-vis de 5 souches de
bactéries (cibles de références), pathogenes a ’homme a savoir : Escherichia coli ATCC 8739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Gram Negatif) et Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Enterococcus faecalis ATCC 49452, Listeria monocytogenes ATCC 15313(Gram positif).
L’evaluation du pouvoir antibacterien a été evalué par la technique des cylindres d'agar, afin

de sélectionner les isolats producteurs de substances antimicrobiennes.
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4.2. Test d’antibiose (Criblage primaire par les cylindres)

Les diameétres des zone d'inhibition sont englobés dans des groupes :groupe (1) égal ou supérieur
az24mm.

groupe (2) de 12.5 mm a 19 mm ; le groupe (3) de 8 mm a 10.5 mm.

D'aprés le tableau, on a constaté que la plupart des souches de Pénicillium testées ont

exercé une activité inhibitrice entre 8 mm et 19 mm dont 7 souches uniquement dans le cas

de la bactérie-cible Staphylococcus aureus.(voir le tableau 15)

Tableau 15.Sélection des isolats producteurs de substances antimicrobiennes.

BACTERIES CIBLES ZONES D’INHIBITION NOMBRE DE SOUCHES

Groupe 1 =

Pseudomonas aeruginosa(1) | Groupe 2

Groupe 3

Groupe 1

N| N =R =

Escherichia coli (2) Groupe 2

Groupe 3 -

Groupe 1 =

Listeria monocytogenes(3) | Groupe 2 3

Groupe 3 -

Groupe 1 -

Staphylococcus aureus (4) Groupe 2 5

Groupe 3 2

Groupe 1 =

Enterococcus faecalis(5) Groupe 2 1

Groupe 3 1

Les résultats du criblage réalisé sur 18 souches 16 de pénicillium spp et Diplodia spp et
Cladosporium spp montrent 9 souches (7 de pénicillium et Diplodia et cladosporium) présentent
une activité contre une des 5 bactéries-cibles (Pseudomonas aeroginosa, Enterococcus fecalis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes).

Le test a révélé que toutes les pénicillium sont actifs contre Staphylococcus aureus sauf une

seule(SCk11) et cladosporium spp avec des diamétres entre 8 et 19 mm.

.
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Vis-a-vis la bactérie Escherichia coli seulement 4 pénicillium (SCa1, SCk11, SCl12, SCo15) avec des
diamétres de 13 allant jusqu’a 25 mm la plus grande zone marqué par SCo15.

Deux pénicillium (SCat1, SCl12) et Cladosporium spp (SE12) sont actifs contre Listeria
monocytogenes avec les diameétres 12.5, 16,16 mm respectivement. Le pénicillium(SD9) et Diplodia
spp sont actifs contre Pseudomonas aeroginosa avec des diametres de 17 et 10.5 mm.les résultats
ont montrés aussi la sensibilité de la bactérie Enterococcus fecalis vis-a-vis les deux pénicillium
(SD9, SCa1) avec des diameétres 12.5 et 8.5.La souche SCat active contre tous les bactéries cibles

sauf pseudomonas aéroginosa et la souche SCK11 active seulement contre Escherichia coli.

Tableau 16. Résultats du criblage primaire et secondaire.

Souches Criblage secondaire Criblage secondaire
fongiques

W @6 @6 |0 (& (6 [@ 6
SE8 10.5 | - - 8 - - - 8.2 -
SCat 15 12.5 | 19 8.5 - - - - 1
SD9g 17 - - 12.5 | 12.5 - - - - -
SCK11 24 |- - - : 5 - _ -
SCL12 13 |16 |19 |- - - - - -
SCO15 25 - 14 - - 9.2 - 7.5 -
SE12 - 16 - - - - - - -
SFQ17 - - 14 - - - - - -
SFh8 - - 10.5 | - - - - - -

(1) Pseudomonas aéroginosa, (2) Escherichia coli, (3) Listeria monocytogenes
(4) Staphylococcus aureus, (5) Enterococcus faecalis.
Le diamétre des zones d'inhibition est exprimé en mm.

* (-) indique I'absence d'une zone d'inhibition notable.

6
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4.3. Criblage secondaire

On a réalisé ce test sur les 9 souches révélant une activité antibactérienne plus au moins

importante dans le premier criblage que le deuxiéme.

Les résultats du premier et deuxiéme criblage de ces souches sont illustrés dans le tableau ci-
dessus (17). Selon le tableau 16, nous avons constaté que parmi les isolats fongiques testés;
seulement 3 souches fongiques montrent une activité antibactérienne, Diplodia spp vis-a-vis
Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition de 8,2 mm de diamétre, SCat vis-a-vis
Enterococcus faecalis avec une zone d’inhibition de 11 mm de diametre, SCO15 vis-a-vis

Staphylococcus aureus et Escherichia coli avec une zone d’inhibition de 7,5 et 9,2 mm de diametre

respectivement.

SFg17 contre SCl12 contre SCl12 contre listeria
staphylococcus Escherichia coli monocytogenes
aureus

SCl12 contre SCO15 contre SCat contre listeria
staphylococcus aureus Escherichia coli. monocytogenes

Figure 26. Résultats du test d’activité antimicrobienne des isolats fongiques vis- a-vis

les souches testées. (Premier criblage).

61
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SES8 contre
Staphylococcus aureus

SCO15 contre SCa1 contre
Staphylococcus aureus Entérococcus faecalis

Figure 27. Résultats du test d’activité antimicrobienne des isolats fongiques (par la

technique des disques).

4.4. Identification d’espéce

On a limité notre identification sur le genre Penicillium qui posséde une activité antibactérienne

(SFQ17, SFh8, SE8, SE12, SCa1, SD9, SCK11, SCL12, SCO15) contre les souches bactériennes testées.

Ce genre a été décrit par LINK en 1809. Regroupé prés d’une centaine d’espéces, leur
détermination fait intervenir essentiellement les caracteres du thalle, des pénicilles et des spores.
Ce sont de saprophytes trés répandus dans I’environnement, a I’origine de la dégradation de
denrées alimentaires. Ils sont aussi tres utilisés dans I'industrie, notamment dans 'industrie agro-

alimentaire et pharmaceutique. Certaines especes peuvent entoure produire de dangereuses

mycotoxines (BOTTON et al, 1990).

E
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Les espéces de Penicillium identifiées par la technique de single spore présentées dans les

Figures 29,30,31 et leurs principaux caractéres observés durant I'identification sont également

résumés dans le tableaux 19.

Tableau 17. Identification des espéces de Penicillium (et Cladosporium spp +Diplodia

spp)-
Lecture
Genre/Espéce Milieu Couleur Diameétre en mm
SFQ17 CYAas5°C Beige au centre vert a I'extrémité, 31,6
revers beige
CYA 325°C Vert foncé au centre avec halo beige, 40
revers blanc au centre jaune poussin a
I'extrémité
CYAa37°C Beige au centre vert a I'extrémité, 23,3
revers marron
G25N a25°C | Beige au centre verdatre a I'extrémité, 24
revers jaune claire
MEA a 25°C Vert a 'extrémité et beige au centre, 35
beige
SCl12 CYAa5°C Vert foncé avec centre blanc, revers 25
jaune claire
CYA a25°C Blanche au centre grisatre, revers 25
marron au centre et jaune a I'extrémité
CYAa37°C
G25N a25°C Blanc créme, revers blanc 26,5
MEA a 25°C Vert, revers jaune bri 32,5
SCal CYAa5°C Grise clair, revers beige 37,6
CYA a25°C Vert clair au centre avec des exsudats 30
jaune, revers beige
CYA a37°C
G25N a 25°C Blanche, revers blanche 29,6
MEA a 25°C Vert militaire, revers beige 37
SE12 CYAas5°C Marron, revers marron foncé 20,6
CYA a25°C Vert militaire, revers beige 56
CYA a37°C
G25N a25°C | Blanche avec des points vert militaires, 36
revers beige
MEA a 25°C Marron, revers grise 54
SCK11 CYAas5°C Grisatre au centre et blanc a 23
I'extrémité, revers blanc
CYA a25°C Vert foncé et blanche avec exsudats 33,6
jaunes, revers beige
CYA a37°C
G25N a 25°C
MEA a 25°C Vert au centre avec halo blanc, revers 19

beige

6

.
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SFh8 CYAas5°C Marron beige au centre avec halo 30
blanche, revers jaune
CYA a25°C
CYA a37°C
G25N a 25°C Beige au centre avec conte contour 20
blanc, revers jaune
MEA a 25°C Vert foncé, revers beige 21,6
SES CYA a5°C Vert militaire, noir 65,3
CYA a25°C Marron, revers noir 54,3
CYA a37°C
G25N a 25°C Marron avec centre blanc, revers noir 22
MEA a 25°C Marron, revers noire 65,3
SD9 CYAas5°C Blanc crémeuse, revers rose clair 29,3
CYA a25°C Jaunétre, revers jaune 33,6
CYAa37°C
G25N a 25°C Beige, revers marron 14
MEA a 25°C Vert jaunatre, revers beige 27,6
SCO15 CYAa5°C Beige avec halo vert clair, revers beige 30
CYA a25°C Vert foncé et blanche, revers jaune 24
poussin
CYAa37°C
G25N a 25°C Blanche, revers beige 31,5
MEA a 25°C Vert foncé, revers vert claire 41,6

@
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CABTO cya(2s°c)  MEARS'C)  GosN (25)

CYA (5°C) MEA (25°C)  G25N (25°C) CYA (25°C)

SCl12

G25N(25°C) CYA (25°C) CYA(5°C)

MEA (25°C)

Figure 28. Souches Penicillium spp par la technique de Single spore.
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CYA (5°C) MEA (25°C) CYA (25°C)

i d

I SD9 I

MEA (25°C) CYA(25°C) CYA (5°C) G25N(25°C)

“ SCO15 “

Figure 29. Souches Penicillium spp par la technique de Single spore.
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MEA25 ()

G25N (25°C)

25N (25°C

SES8

a‘

CYA (5° C)

‘ Is‘ _l
¥ ‘

CYA(25°C)

1

MEA(25°C)

SE12

CYA(25°C)

Figure 30.Souches Diplodia spp ; Cladosporium spp par la technique de Single

spore.
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Le criblage a toujours été la voie essentielle pour parvenir a des nouvelles molécules
antibactériennes. Bien que son rendement soit réduit au cours des derniéres années, il est
pratiqué jusqu’a ce jour par de nombreux laboratoires. Ceux-ci se sont efforcés de diversifier les
sources de microorganismes en faisant appel a des échantillons provenant des habitats les plus

exotiques et en mettant au point des méthodes de sélection qui favorisent des espéces

rares.(ABDELAZIZ, 2006).

Ainsi, les sols rides de Sud-ouest d’Algérie précisément la région de Naama constituent des
milieux pratiquement extrémes semblent étre des environnements promoteurs pour isoler des

moisissures.

IL établi qu’en général les zones arides sont peu riches en espéces biotiques, néanmoins, elles

abritent de nombreuses espéces indigénes animales, végétales et microbiennes, ayant élaborés

des stratégies particuliéres pour s’adapter aux conditions environnementales extrémes(LE BERRE

et RAMOUSSE, 2001).

La stratégie de notre travail repose sur deux principaux objectifs :

1. Isoler et caractériser des isolats fongiques de la sebkha d’Ain warka.

2. Mise en évidence de I’activité antibactérienne de ces isolats fongiques.

Le prélevement du sol est réalisé a partir de la sebkha de la région d’Ain Warka qui se caractérise

par une salinité extrémement élevée et un taux de végétation tres réduit.

Les résultats des analyses physico-chimiques des échantillons sujets de notre recherche ont

montré que notre sol est caractérise par un pH neutre (7,88 a 8,67) avec une tendance vers
Palcanité ce qui concorde avec les résultats d’OREN (2002) et CANTRELL et al., 2006 ayant
observé un pH variant entre 7,3 et 8,2 aprés I"étude des milieux hyper-salins au Puerto Rico. Les

propagules fongiques préferent des pH acides mais peuvent tolérer des pH alcalins (Botton et al,

1990).

Pour ce qui est de la conductivité électrique, facteur indiquant le degré de la salinité, les résultats
ont indiqué une concentration en sel élevée (CE=de 4,45 a 8,99 ms. /cm) Ce qui signifié que notre
sol hyper-salin .Nos résultats concordent avec ceux des différentes études consultées. Ainsi,
LAURA(1974), NELSON et al., 1994, SARING et STEMBERGER (1996) et SARDIN et al., 2003 qui ont

indiqué que la salinité d’un sol aride est devenue une issue environnementale importe et la salinité
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excessive dans le sol a été considérée comme un facteur limiteur principale pour la croissance des

plantes et la production végétale et limite la flore microbienne.

L’humidité est un paramétre important dans les processus de dégradation des composés
organiques simples ou complexes.

L’exploitation des résultats prélevés pour ce paramétre montre des valeurs faible a moyennes
de 2,6% a 11.55%.Selon LEE& HWANG (2002) I’humidité est faible si le pourcentage est compris entre
(2-9)%, Modéré entre (9.1-13)% et elle élevé entre (13.1-20) %.Ces intervalles d’humidité montrent
clairement que nos échantillons présentent une variabilité du taux d’humidité qui peut étre due au
changement climatique s’est passé lorsque nous avons conservés les échantillons, pendant
quelques jours. Ces résultats peuvent étre expliqués que le sol de la région d’Ain Warka est riche en
argile et humide.

Les moisissures ont, en général, besoin a une faible AW par rapport aux autres
microorganismes (DAVET, 1996). Néanmoins, I’humidité a une grande influence sur le
développement des moisissures non seulement sur la croissance mycélienne et la sporulation mais
plus particulierement sur la germination des spores. (BOURGEOIS, 1989).

Les conditions physicochimiques ont des effets trés important sur les composants biotiques,
notamment les communautés microbiennes, primordiales pour le fonctionnement du sol .ces

conditions peuvent constituer en environnement extréme.

L’expertise de différentes propagules fongiques par la méthode des dilutions a révélé la présence
de 63 isolats fongiques. L’essai d’identification des différents genres a montré I'appartenance de
nos différents isolats a 6 genres: Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium, Diplodia,
Cladosporium...

ALVAREZ-RODRIGUEZ et al., 2003 et BOIRON en 1996 ont déclaré qu’Aspergillus, Penicillium, ...
sont des souches autochtones, habituellement isolées a partir de la plupart des terrains. Le
nombre et |'activité de ces populations changent d’une région a une autre, il peut étre influencé
par le contenu de matiéres organiques du sol, la texture du sol, le pH, ’humidité, la température,

I’aération et d’autres facteurs (RUARK and ZARNOCH, 1992 ; MADIGAN et al., 1997 ; SUBLER et

KIRSCH, 1998 ; PEUK, 2000 ; SMITH et al., 2000).

La couche superficielle du sol est plus caractérisée par le développement des espéces saprophyte
telle que le Penicillium, I’Aspergillus, Mucor et Rhizopus. La forte prédominance des Penicillium est

due a leur pouvoir élevé de sporulation et a leur capacité de coloniser des milieux trés différents

méme les plus complexes (FENGOUR et al., 2002) plusieurs études ont rapporté la domination de

.
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ces espéces, explique par leur grande vitesse de production des spores et leur dispersion
(DEMIREL et al, 2005 ; BANAKAR et al ,2012). La majorité des isolats identifiés appartiennent au
grand groupe des Eumycotina. Ces Microorganismes ubiquiste se développent parfaitement en
présence d’une activité d’eau importante d’une part et se conservent dans les conditions

extrémes par la formation de conidies et de différents formes de rhisomorphes et de spores

sexuées (MARTIN, 2004 ; GRISHKAN, 2006).

Notre résultats coincident également avec celles rapportées par plusieurs auteurs qui

mentionnent la présence constante de Penicillium dans la microflore de différentes régions dans

le monde (CALVO et dl., 1980).

Pour ce qui est de I’évaluation du potentiel biologique, la plupart des isolats ont développé une
activité antibactérienne au moins sur une des bactéries test surtout pour le premier criblage

technique des cylindres d’agar.

Le criblage de I'effet antimicrobien des différents isolats fongiques par la technique des cylindres
a montré que les isolats de penicillium spp (SCO15, SE8, SCa1, SD9, SCL12, SFQ17, SFh8) sont actifs
contre la bactérie Staphylococcus aureus ce qui nous amenent a dire que c’est la bacterie la plus
sensible, suivie par la bacterie Escherichia coli avec 4 isolats (SCO15 et SCK11, SCl12, SCa1,) pour
chacune de trois isolats suivants : 2 pénicillium spp (SCat, SCL12) et Cladosporium spp (SE12 ) sont
actifs contre Listeria monocytogenes et Diplodia spp (SE8) et la souche SD9 sont actifs contre

Pseudomonas aeruginosa et SCa1,SD9 contre Enterococcus faecalis.

Pour la méthode de diffusion des disques seulement trois isolats deux pénicillium spp (SCO15,
SCa1) et Diplodia spp sont actifs contre: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus

faecalis.

L’exploitation des résultats du test d’antibiose nous ont permis de reveler une activité
antibactérienne plus au moins importante chez le premier criblage avec 9 souches par contre une
faible activité ou négligeable durant le criblage secondaire, cela est peut étre attribute a la

méthode utilisé.

Les extraits obtenus par différentes souches fongiques ont démontré une activité sur les Gram

positif que les Gram Négatif particulierement la bactérie cible staphylococcus aureus. Ceci
s’adapte aux résultats qui sont en coordination avec de (MESSAOUDI, 2013). Qui a observé une

activité inhibitrice des actinomycétes vis-a-vis les Grams positifs (staphylococcus aureus, Bacillus
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subtilus) que les Gram Négatifs aprés L’étude de I'activité antibactérienne de ces derniers.

En effet, le milieu de culture peut jouer un rble important dans les résultats d'activité
antibactérienne dont il peut influencer par différentes voies, par sa composition, sa richesse en
matiére nutritive, son pH et méme son état que ce soit liquide ou solide. Alors, le fait que le milieu
de culture utilisé pour la production des antibiotiques par la méthode de culture en milieu liquide

soit le (YGS) et celui de culture en milieu solide soit (PDA ac) peut influencer sur les résultats

d'antibiose. (KHOLKHAL ,2006)

Dans la nature les antibiotiques représentent un atout pour les organismes qui synthétisent. Ils
ont essentiellement pour réle d’accroitre la compétitivité de I’organisme qui les bio-synthétise et

lui procure un avantage sur d’autres organismes.

s



Conclusion



Gonclusion et E’ﬁnpﬁolfvﬁf

Le principal objectif assigné a ce travail cadre la recherche de nouvelles substances a
activité antibactérienne produites par les souches fongiques isolées des écosystemes extrémes
caractéristiques du sud Algérien. Le cas entrepris dans ce modeste travail est celui de la sebkha

d’Ain warka de Nadma.

Le sol d’Ain Warka est presque dénudé de toute végétation haute, les forets reliques sont
situés sur les hauteurs des djebels (Montagnes). Les conditions pédologiques sont défavorables
pour le développement de I’agriculture. Le projet de classement en aire protégée, le décret de
classement est en cours d’étude auprés du secrétariat général du gouvernement pour ériger cet
espace en parc national. La région d’Ain Warka a bénéficie d’études approfondies ayant permis de

proposer le site pour classement par décret présidentiel en parc national.

Les examens physico-chimiques des échantillons de sol de la sebkha montrent que ces
derniers ont présenté une conductivité tres élevée (8.99 ms/cm), signe révélateur des sols tres
salés. Ce sol est aussi caractérisé par un taux d’humidité modéré (11.55%), un pH alcalin (8.67).
D’aprés nos résultats, le sol de la région étudiée contient une grande diversité d’espéces

fongiques avec une dominance des especes Aspergillus et Pénicillium.

Le test d’antibiose a révélé une activité antibactérienne contre les bactéries cibles:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis surtout pour le premier criblage par rapport au deuxiéme. les résultats du
premier criblage a révélé g souches actives tandis que la deuxiéme criblage seulement 3 souches

présentent une activité antibactérienne selon la méthode utilisé.
En guise de perspectives

A Iissue de cette contribution, il serait donc intéressant de multiplier les recherches pour
démystifier le monde tellurique des microorganismes, exceptionnellement le monde fongique

pour :

v" Isoler de nouvelles souches fongiques originales caractéristiques des biotopes de

notre région.




Gonclusion et E?mpﬁolzvﬁf

Approfondir les investigations sur la sebkha d’Ain warka et d’autres milieux
extrémes en Algérie.

Multiplier les recherches portant sur I'isolement des microflores bénéfiques des
milieux extrémes tels que les sebkhas d’Algérie en vue d’une future utilisation
dans les domaines de santé et de I’environnement.

Utiliser les outils de biologie moléculaire pour une meilleure caractérisation des
espéces fongiques autochtones.

Exploiter les effets biologiques en médecine.
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Annexe A : Composition des milieux de culture utilisés

¢ Eau physiologie :
e Chlorure de sodium 98

e FEaudistillée 1000 ml

% Milieu PDA (Potatoes Dextrose Agar):

e Potatoes 250¢
e Sucrose 208
e Agar 158
e Eaudistillée 1000 ml

v Le PDA préparé a partir d'ingrédients crus est plus satisfaisant que les médias préparés
commercialement. Lavage les pommes de terre, qui ne devraient pas étre d'une peau
rouge variété, et couper en dés ou en rondelles, non pelées, dans 500 ml de eau. Cuire a la
vapeur ou faire bouillir pendant 30 a 45 min. Au méme temps, faire fondre la gélose dans
500 ml d’eau. Filtrer le pomme de terre a travers plusieurs couches de chiffon a fromage
dans le ballon contenant la gélose fondue. Presser un peu pulpe de pomme de terre a
travers aussi. Ajouter le glucose, mélanger a fond et compléter a 1 | avec de I'eau si

nécessaire. Stériliser a I'autoclave a 121° C pendant 15 min.
PDA, ( Potatoes Dextrose Agar acidifié) :
. 200 mlde PDA + 1 ml acide lactique (25%)

Apreés I'acidification du PDA il est obligé de Iutilisé parce qu’il se dégradé (I’addition

v

de I'acide lactique pour inhiber la croissance bactérienne).

% Milieu DRBC (Dichloran rose bengal chloramphenicol agar):

e Glucose 108
e Peptone, bacteriological 5¢
e KH2PO4 18
e MgS04 7H20 0.5¢
e Agar 15¢

e Rose bengal 25 mg
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e (5% w/vinwater, 0.5 ml)

e Dichloran 2mg

e (0.2% w/vin ethanol, 1ml)

e Chloramphenicol 100 mg

e  Water, distilled 11

v’ Aprés avoir ajouté tous les ingrédients, stérilisez a I'autoclave a 121 ° C pendant 15 min. Le pH

final est compris entre 5,5 et 5,8. Rangez les supports préparés a I'abri de la lumiere; les
photoproduits de rose bengale sont tres inhibiteurs pour certains champignons, notamment
les levures. Dans I'obscurité, le milieu est stable pendant au moins 1 mois a une température
comprise entre 1 et 4 ° C. Les solutions meres de rose bengal et de dichloran ne nécessitent
aucune stérilisation et sont également stables pendant de trés longues périodes. La
chlortétracycline dans la formulation originale de King et al. (1979) a été remplacé par le
chloramphénicol, un antibiotique efficace initialement recommandé pour les milieux
mycologiques par Put (1974). Les milieux contenant du chloramphénicol sont plus faciles a

préparer, ne sont pas affectés par I'autoclavage et ont une plus grande stabilité a long

terme.

% Milieu DG18 (Dichloran 18% glycerol agar) :

e Glucose 108
e Peptone 58
e KH2PO4 1g
e MgS0O4_7H20 058
e Glycerol, A.R. 2208
e Agar 158
e Dichloran 2mg

e (0.2% w/v in ethanol, 1 ml)

e Chloramphenicol 100 mg

® Water, distilled 11

v" Pour produire ce support, ajoutez des ingrédients mineurs et agar a ca. 800 ml d'eau
distillée. Vapeur pour dissoudre agar, puis porter a 1| avec de I'eau distillée. Ajouter
glycérol: notez que la concentration finale est de 18% w [ w, pas w [ v. Stériliser a
I'autoclave a 121 ° C pendant 15 minutes. L’aw final de ce milieu est 0,955 et le Ph est

compris entre 5,5 et 5,8.
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L)

L)

¢ Milieu G25N (25% Glycerol nitrate agar) :

Milieu CDA ( Czapek Dox Agar):

NaNO;
MgSO,
K,HPO,
FeSO,
Kcl
Sucrose
Agar

Eau distillée

Czapek concentrate:
NaNOs3

Kcl

MgS0O4_7H20
FeSO4_7H20

Water, distilled

38
0,58
8
0,01g
0,58
308
18g

1

308
58
58
0.1g

ml

Le concentré de Czapek se conservera indéfiniment sans stérilisation. Le précipité de Fe

(OH) 3 qui forme dans le temps peut étre remis en suspension en secouant avant

utilisation.

Milieu CYA (Czapek yeast extract agar) :

K2HPO4

Czapek concentrate
Trace metal solution
Yeast extract, powdered
Sucrose

Agar

Water, distilled

18
1ml

1ml

58
308
158

11

Le saccharose raffiné de table est satisfaisant pour une utilisation dans CYA a condition

qu'il soit exempt d'anhydride sulfureux. Stériliser par autoclavage a 121° C pendant 15 min.

Le final pH est de 6,7.
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K2HPO4 0.758
Czapek concentrate 7.5 ml
Yeast extract 3.78
Glycerol, analytical grade 2508
Agar 12g
Water, distilled 750 ml

Le glycérol pour G25N devrait étre de haute qualité, avec un faible teneur en eau (1%). Si
un grade inférieur est utilisé, il faut tenir compte de I'’eau supplémentaire. Stérilisé par

autoclavage a 121 ° C pendant 15 min. le le pH final est de 7,0.

Milieu MEA (Malt extract agar):

Malt extract, powdered 20¢g
Peptone g
Glucose 208
Agar 208

Water, distilled I

L’extrait commercial de malt utilisé pour la fabrication artisanale est satisfaisant pour une
utilisation dans la MEA, tout comme la peptone bactériologique. Stériliser par autoclavage
a 121°C pendant 15 min. Faire pas stériliser plus longtemps, car ce milieu deviendra mou en

cas de chauffage prolongé ou répété. Le pH final est de 5,6.

Milieu MH (Mueller Hinton):

Macération de viande 300ml
Peptone de caséine 17,5ml
Amidon 1,5ml
Agar 178
Ph 7,4

Milieu YGS ( Yeast Glucose Succrose) :

Succrose 20g
Glucose 208
Extrait de levure 208
Eau distillée 1000ml
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% Lactophénol :

e Phénol cristallisé 208

e Acide lactique 20ml
e Glycérol pure 20ml
e FEaudistillée 4oml

% Agar 0,2% (Gélose 0,2%) :
o Agar 0,28

e FEaudistillée 100ml
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Annexe B : Appareillage et instruments utilisés.

Microscope binoculaire

Loupe pour l'observation
macroscopique

pH-metre

Conductimetre

\
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Colorimetre

VI
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ANNEXE C: Dénombrement spécifique des souches fongiques par les milieux

Dénombrement du sol 1

s.F .20
20
15 - M totale DS
PDA
10 CDA
m DRBC
5 -
I mDG18
0
milieux
Dénombrement du sol 2
SF
o
20 17
15 - M totale DS
PDA
10 - CDA
m DRBC
5 -5
gl B B
0

milieux

Vil
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Dénombrement du sol 3

SF
1 13
12 M totale DS
10
PDA
8
CDA
6
\ ® DRBC
2 58l -~
0
milieux
Dénombrement du sol 4
SF__20
20
15 - m TOTALE DS
PDA
10 CDA
H DRBC
3] = DG18
0 — — /f
milieux
Dénombrement du sol 5
SF
20 = 18
15 - m TOTALE DS
PDA
10 CDA
B DRBC
5 -
l mDG18
0

Milieux
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