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Introduction

1- Introduction

Les bactéries pathogeénes sont responsables de plusieurs maladies ¢épidémiques et
pandémiques (Moroh, 2013). IIs sont des organismes unicellulaires microscopiques. Il en
existe des milliers de types différents, et elles vivent dans tous les environnements possibles,
partout dans le monde (Larry et Bush)

Dans certains cas, 1’agent causal d’une maladie est hautement spécifique : telle maladie ne
peut étre causée que par I’espeéce appropriée, ou seulement par des souches particuliéres de
cette espece (Paul et al., 2004). Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne opportuniste
peuvent provoquée des infections endogeénes ou exogene (Grosjean et al., 2011). Bacillus
subtilis est un germe saprophyte, rarement pathogeéne pour ’homme, plus signalées des
infections graves (endocardite, septicémie, pneumonie) (Carip, 2008). De nombreuses
infections provoquées par Escherichia coli peuvent se rencontrer, certaines localisées aux
voies digestives et autre aux voies urinaires (Berche et al., 1989). Staphylococcus aureus, est
une bactérie ubiquitaire, flore résidente de la peau de I’homme et des animaux (Grosjean et
al., 2011) elle provoque des Infection suppuratives de la : peau, tissu mou, muscle, os, tractus

respiratoire, valve cardiaque et tractus urinaire.

A partir d’'une succession d’observation et de travaux de nombreux chercheurs dont Pasteur,
Joubert, Duchesne, la quéte a abouti a la découverte des antibiotiques, depuis cette
découverte, les antibiotiques ont permis de grandes avancées en thérapeutique et contribué a

I’essor de la médecine moderne (Moroh, 2013).

Si I'usage de plus en plus répandu des antibiotiques a permis la diminution de la mortalité due
aux maladies infectieuses, surtout bactériennes, il n’en a nullement modifié la morbidité. Cet
usage fréquemment abusif, est également responsable de I’évolution de la résistance
bactérienne avec, pour conséquence, une augmentation du nombre d’échecs thérapeutiques.
Face a cette augmentation, le besoin de nouveaux traitements antibactériens efficaces est de
plus en plus impérieux (Berger Savin, 2014). Ces antibiotiques ou métabolites secondaires
sont des acteurs importants du monde microbien. Ils sont impliqués dans une multitude de
processus biologiques de I’environnement. La grande découverte de Fleming qui a remarqué
un phénomeéne inhabituel sur une ancienne plaque de culture de Staphylococcus aureus
(Fleming, 1929). Un champignon contaminant, Penicillium notatum, avait inhibé la

croissance bactérienne des staphylocoques en libérant un agent antibactérien dans la zone
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adjacente a sa croissance, Il a ainsi attribu¢ le nom «pénicilline» a ce composé inhibiteur en

raison de sa provenance.

En 1940, White a signalé qu'une souche d'Aspergillus flavus, cultivée sur certains milieux
liquides, ont donné des filtrats qui ont montré une activité antibactérienne contre certaines
bactéries gram-négatives et gram-positives (Edwin et al., 1942). Glister (1941) a également
rapporté avoir obtenu un puissant concentré antibactérien d'un Aspergillus flavus , mais

apparemment pas sous forme cristalline pure.

La connaissance des champignons a fait de large progrés ces dernieres années,
I’extraordinaire potentialit¢ des champignons appliqués aux grands secteurs industriels, est
illustré par la biotechnologie fongique (Bouchet, 2005). Ils ont une capacité de sécréter
différents métabolites secondaires. Ces substances ont ¢été identifiées comme étant
importantes au processus d'assimilation fongique de substances nutritives, incluant des
enzymes fongiques (Pasqualatto, 2008). Malgré le progrés continu de la science, la
connaissance de la biologie des moisissures reste partielle.

Dans les milieux extrémes serait fort probable d’au temps plus, qu’il a été prouvé que les
moisissures isolées a partir des milieux extrémes, notamment, hypersalins, peuvent synthétiser
plus de métabolites secondaires caractérisés par une stabilité biologique et chimique (Frisvad,
2005).

De ce fait I’objectif principal du présent travail consiste a I’étude de I’activité antibactérienne
d’isolats fongiques du genre Aspergillus, Paecilomuces, Penicilluim, Geotrichum,
Colletotrichum et Humicola sélectionnés a partir de sebkha d’Ezzemoul, Ain M’Lilla.

Pour ce faire, ce travail comporte les parties suivantes: Une synthése bibliographique
approfondie contenant des informations relatives aux sols salés, microorganisme halophile,
microorganismes pathogeénes testés, les genres antagonistes précédemment citées
(Aspergillus, Paecilomuces, Penicilluim, Geotrichum, Colletotrichum et Humicola). Une
¢tude expérimentale scindée en quatre parties ; la premiere partie repose sur I’isolement, la
purification et 1’identification de I’agent antagoniste halophyle a partir des échantillons du
sol, d’eau et de plantes prélevés de différents endroits de la sebkha d’Ezzemoul «Ain Mlilla»
vis-a-vis des bactéries pathogenes, en 1’occurrence, Aspergillus, Paecilomyces, Penicilluim,
Geotrichum, Colletotrichum et Humicola. La deuxiéme partie de 1’é¢tude expérimentale est
concentrée sur la caractérisation des souches les plus performantes et ses capacités a produire
des enzymes hydrolytiques (protéase et lipase); alors que la quatriéme partie porte sur

I’évaluation de I’effet antagoniste des souches les plus performantes.

2
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Le mémoire se termine par des résultats qui ont fait I’objet d’une discussion approfondie et

enfin, une conclusion qui ouvre des perspectives de recherche sur le théme étudié.
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2- Revue bibliographique

Les données actuelles se résument dans le bassin méditerrané en a 16 millions
d’hectares du sol salés dont 3.2 millions en Algérie (Hamdy, 1999). Ainsi. Ces
surfaces affectées sont passées de 48 millions a 265 millions d’ha de terres agricoles
touchées par la salinité et les surfaces agricoles affectées dans le monde seraient de

340 millions d’ha. soit 23% des terres cultivées dans le monde (Cheverry, 1994).

2.1- Environnements salins et hypersalins

Deux types majeurs d’environnements hypersalins biologiquement importants ou le
Facteur sel agit sur les populations microbiennes sont le sol et 1’eau. Les sols
contenant une concentration en sels soluble supérieure a 0,2 % (p/v), sont considérés
comme salins (Kaurichev, 1980). Ils sont fréquents en régions arides et de
nombreuses plantes halophytes se sont adaptées a de telles conditions.

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).
La vie microbienne peut étre trouvée sur un éventail extréme de concentrations en
sel; passant de I'eau douce (contenant moins de 0,5 g/l de sel dissous), a I'eau de mer
et enfin aux environnements hypersalins (Oren, 1999).

Selon Aubert (1976). La salinisation est le processus pédologique suivant lequel le
sol s’enrichit anormalement en sels solubles. Acquérant ainsi les caractéres salins.
Les eaux marines constituent le plus grand biome sur notre planéte avec une
concentration en sel autour de 35g/1, et les environnements hypersalins ont été¢ définis
comme ceux ayant des concentrations salines au-dessus de celle-ci (Oren, 1999;
Gerday et Glansdorff, 2007). L’origine des sels responsables de cette salinité est
diverse : marine actuelle ou ancienne, pétrographique due aux ions libérés par
I’altération de certaines roches sédimentaire, volcanique, hydrothermale et éolienne
apportée par des embruns. Selon les estimations, ces sols salic représenteraient sur la
planéte une superficie de I’ordre de 260 millions (Dudal, 1990) a 340 millions
d’hectares (Szabolcs, 1989).

La diversité des propriétés des habitats salins et hypersalins sur terre est reflétée par

la grande diversité au sein des communautés microbiennes adaptées a la vie sous les
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conditions dominantes (Oren, 2002a; 2002b; 2006).les sols contenus dans ’eau ou le
sol réduisent I’eau disponible pour les plantes au point de nuit a leurs rendement. Ces
sels sont représentés en grande partie par des cations(Na™ Ca”" Mg®" , et le K' ),et
des anions ( CI', SO4 , HCO73 , COs* et NO5')( Kenfaoui,1997). Ces propriétés
sont principalement définies selon la concentration totale en sel et la composition
ionique (Rodriguez-Valera, 1993; McGenity ef al., 2000; Oren, 2002a; 2006).

Les environnements hypersalins sont divisés en deux types d’environnements :

thalassohalins et athalassohalins (Gerday et Glansdorff, 2007).

2.1.1- Environnements thalassohalins

Beaucoup d’environnements hypersalins proviennent de 1’évaporation de l'eau de
mer, favorisée par un écoulement restreint, une température élevée, de basses
précipitations, etc. De tels environnements aquatiques sont désignés sous le nom de
thalassohalins (du grec thalasso, la mer) (McGenity et al., 2000; Oren, 2002a; 2006)
Cependant, cette définition n’est pas spécifique, on doit également tenir compte de
I’origine et des types de sels et de leur proportion. La majorité des milieux hypersalés

ont pour origine les eaux de mer et sont dites thalassohalines (Figure 1).

Figure 1. environnements thalassohalins A, Marais salants a Formentera en Espagne

(Gerdey et Glansdorff, 2007) et B, Marais salants de I’ile de R¢ en France (poitevin ef al.,
2004).
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Leurs sels minéraux sont dans les proportions semblables a celles de sels contenues
dans I’eau de mer, tant que les seuils de précipitation ne sont pas atteints. Des
exemples de thalassohalines sont de marais salants crées dans le nomberux pays afin
de prouire du sel, les lacs hypersalés de 1’antarctique, la sebkha Gavish prés de la
mer rouge, etc (kharroub ,2007). Les premiers sels a précipiter sont la calcite
(CaC03), le gypse (CaSO4.2H20), la halite (NaCl), la sylvite (KCl), et enfin la
carnallite (KMgCl13.6H20) (Litchfield et Gillevet, 2002; Grant, 2004; Gerday et
Glansdorff, 2007).

La concentration finale des plans thalassohalins est dominée par le magnésium et les
ions de chlorure mais durant I'évaporation, certains changements peuvent survenir
dans la composition ionique des gypses (CaSO4 2H20) ou des autres minéraux
(Oren, 2002).

Des exemples d’environnements thalassohalins sont représentés par le Grand Lac
Salé, Utah(USA), les marais salants en France et en Espagne, etc. (Litchfield et
Gillevet, 2002).Les marais salants ou salines sont formés d’une série d'étangs reliés
par des pipes et descanaux dans lesquels I'eau de mer est progressivement concentrée
jusqu'a précipitation du chlorure de sodium qui est ensuite récolté et

commercialement exploité (MacDonald ef al., 1990 ; Anton et al.,2000).

2.1.2- Environnements athalassohalins

Les eaux athalassohalines proviennent de la dissolution d’évaporites par I’eau,
comme la Mer Morte,Le Grand lac Sal¢ Utah, le Lac Rose Salé¢ au Sénégal et
certaines sebkhas situées en zones semi-arides et arides. Ces environnements ont une
composition ionique saline différente de celle de 1’eau de mer (Rodrigues Valera,

1993 ; Litchfield et Gillevet, 2002; Oren, 2002a; Roussel et al., 2008) (Figure 2).
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Figure 2. Environnement athalassohalins. A, la Mer Morte (sapin, 2009) et B, le Lac Rose
Salé au Sénégal (Brechot, 2007).

Il existe également des lacs hypersalés alcalins tels que le lac Magadi au Kenya
(Figure 2), le lac Wadi Natrun en Egypte (Tableau 1), le lac Mono et le lac Owens
aux FEtats-Unis, ayant une composition ionique différente caractérisée par une
absence de cations divalents (Mg2+ et Ca2+). (Litchfield et Gillevet, 2002; Oren,
2002a).

D’autres types de lacs hypersalins sont présents dans des sites exceptionnels au fond
de certaines mers comme la Mer Noire, la Mer Rouge, la Méditerranée ou le golfe du
Mexique.

Les compositions en sels de certains de ces lacs peuvent étre exceptionnelles, comme
celles de Discovery ou de Kryos au fond de la Méditerranée (sud de la Grece) ou les

concentrations en mangnésium atteignent 4 M (Roussel et a/., 2008).
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Tableau 1. Composition ionique d’environnements thalassohalins et athalassohalins.

Envirpnnements
lons - - — E T : g
Mer Mone Mer Grand lae salé Lac Natrun © | Lac Magadi Lac salé El Goléa ©
(USA) (Egypte) (Kenya) (Algériz)
MNa 40,10 10,60 105 142 46 107
K” 7,70 (.18 6. 70 2,30 01,06 nd
Mg -+ 1,27 11 <] <] 0,30
Ca" 17,20 0,40 0,30 <] <l 0,40
i 225 18,90 1%1 155 14 198
Br 5,30 0,065 (L,20 nd nd nd
SO~ 0,50 2,65 27 2260 nd nd
HCO, ou 0,20 0,14 0,70 67,00 34,90 nd
COs
pH 6,10 510 7.70 =11,50 =]11.,50 900

Les concentrations des ions sont en g/l; nd, non déterminé. a, Gerday et Glansdorff

(2007); b, Madigan et Martinko (2006); ¢, Boutaiba et al. (2011).

2.2- Sols salés

La salinit¢ des sols correspond a une teneur en sels soluble préjudiciable a la
production végétale. C’est le processus pédologique par lequel le sol s’enrichit
anormalement en sels solubles en acquiert le caractere salin (MICHEL, 2005).

Selon Kaurichev (1980), les sols salés ou sols halomorphes sont caractérisés par une
concentration en sels solubles supérieure a 0,2 % (p/v) (Kharroub, 2007).

Les sols sont salés lorsqu’ils contiennent une certaines quantité d’éléments minéraux,
dont notamment le sodium, sous forme dissoute, échangeable ou précipite (MUNNS
et al., 2000).

La salinité et 1’aridité ont pour principales conséquences une augmentation de la
pression osmotique, une toxicité pour les végétaux due a l'accumulation de certains
ions, dont Na+ et une dégradation du sol. Elles conduisent toutes les deux a une
déshydratation cellulaire. Toutefois, l'intensité du stress de la salinité varie d'un
endroit a l'autre. En général, la salinité des terres arides a été classée en trois types :
faible salinité (CE 2 — 4 dS/m), la salinité modérée (CE = 4 — 8 dS/m) et une salinité
¢levée (CE > 8 dS / m) (Rogers et al., 2005).
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En Algérie, il n’y a aucune étude cartographique fiable et précise permettant de
délimiter les zones touchées par la salinité ni une quantification de la teneur des sels
des sols. Néanmoins il existe quelques données fragmentaires qui donnent une idée
générale sur le phénomene de salinité des terres. Ainsi d’aprés Szablocs (1989) 3,2
millions d’hectares subissent a des degrés de sévérité variables, le phénoméne de
salinisation dont une bonne partie se trouve localisée dans les régions steppiques ou
ce processus est plus marqué du fait des températures €élevées durant presque toute
I’année, du manque d’exutoire et de 1’absence de drainage efficient.ce phénomane de
salinisation prend de I’importance d’année en année et Algérie comme partout dans
I’ Afrique du nord réunit des conditions favorables a ce phénoméne. Comme le climat
aride et agressif. Une géologie riche en sels solubles et une géomorphologie modelée
(GASMI, 1989).

Ce phénomene est observé dans les plaines et vallées de 1’Ouest du pays (Mina,
Cheliff, Habra Sig, Maghnia) dans les hautes plaines de I’Est (Constantine, Sétif,
Bordj Bou Arreridj, Oum El Bouagui), aux abords des Chotts et de Sebkhas (Chott
Ech Chergui, Chott Gharbi, Chott Hodna, Chott Melghir, Sebkha d’Oran, de
Benziane, Zemmoul, Zazhrez Gharbi et Chergui, etc.) et dans le grand Sud (Oasis, le

long des oueds, etc.) (INSID, 2008).

2.3- Classification de sol salé

Selon Duchauffour (1983) il existe deux sous classes des sols halomorphes :

2.3.1- Sols a complexe sodique ou sols alcalins

Ces sols caractérisés par une saturation marquée en Na' et une accumulation des
seles en profondeur. La conductivité ¢lectrique(C.E) ne dépasse pas 4ds/m a25°c, et
le PH est supérieur a 8,5.

2.3.2- Sols salins (solontchaks)

Ces sols sont soumis a I’influence d’une nappe peu profonde riche en sels sodique

neutres (NACL, Na; Sos), ce supérieure a 8ds/m, pH< a 8.5, (Duchauffour, 1983).



Revue bibliographique

2.4- L’interaction microbe-plante

Les microorganismes ne sont pas isolés dans le sol et sont structurés en
communautés complexes au sein desquelles diverses interactions microbiennes
existent (Whipps, 2001). Les microorganismes du sol sont essentiels a la nutrition et
la santé des plantes (Bever et al., 2012 ; Whipps, 2004).

Les interactions entre les plantes et les microbes font partie intégrante de notre
écosysteme terrestre. Il existe plusieurs types d'interactions plantes-microbes.

Les plus courantes sont le commensalisme et le mutualisme ou les deux bénéficient
de leur relation (Campbell, 1995).

Il est intéressant de noter qu’il existe aussi des interactions entre les microorganismes
symbiotiques et non symbiotiques. En effet, dans certains cas les microorganismes
non symbiotiques vont faciliter I’implantation des microorganismes symbiotiques au
niveau de la plante hote. L’étude de Pivato et al. (2009)

2.4.1- La symbiose

De nombreux microorganismes vivent en relation écologique particuliére: une partie
importante de leur environnement est un membre d’une autre espece. Tout organisme
passant toute une partie de sa vie associ€¢ a un autre organisme d’une espece
différente est appelé un symbiote et la relation est désignée comme une symbiose

(Prescott et al., 2007).

2.4.2- Les champignons micorhizienne

Les champignons mycorhiziens sont des microorganismes ubiquistes du sol qui ont
la capacité de former une association symbiotique avec les racines de la plupart des
plantes Ce type d’association est une des plus répandues dans I’environnement
(Linderman, 1988 ; Peterson et al, 2004 ; Procel et al, 2011). Cette association
symbiotique est de type mutualiste, et est a la base d’échange bidirectionnel de
nutriments. (Smith & Read, 2008). Les champignons mycorhiziens sont
hétérotrophes pour le carbone, ils ont donc besoin des ressources carbonés qui sont
produites par ’activité photosynthétique de la plante. En échange, le champignon
préleve et transporte des nutriments minéraux et de 1’eau a la plante (Honrubia,
2009). Biologiquement et écologiquement, les champignons mycorhiziens sont

considérés comme essentiels. Ils améliorent la croissance des plantes et augmentent

10
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leurs résistances aux stress biotiques et abiotiques. Par ailleurs, ils améliorent la

qualité et la structure des sols (Bonfante, 2001, Smith & Read, 2008).

2.4.3- La rhizosphére, un environnement particulier propice a la rencontre du

végétal et de 1a microflore du sol

La rhizosphére est un terme qui est apparu pour la premiere fois au début du xxe
siecle et qui caractérise la zone du sol entourant la racine. On distingue en général le
rhizoplan qui est l'interface racine/sol et le sol rhizosphérique qui est situé au
voisinage immédiat de la racine et soumis a son influence. La rhizosphéere est donc
un environnement particulier ou les flux de matiere et d'énergie entre le sol et la
plante sont particuliérement intenses. La plante y mobilise I'eau et les éléments
minéraux nécessaires a son développement et a sa croissance, induisant ainsi des
modifications importantes du potentiel de I'eau et des concentrations ioniques du sol
rhizosphérique(Hinsinger ,1998) Enfin et surtout, la racine libére dans la rhizosphére
des quantités considérables de composés carbonés qui vont enrichir la fraction
organique du sol(Lambers et al., 1996) De nombreux micro-organismes du sol sont
des hétérotrophes pour le carbone et 1'azote et toute une fraction de la microflore est
stimulée au voisinage des racines des plantes, du fait de ce flux considérable de
composés carbonés exsudés par la racine. Cet « effet rhizosphére » est désormais
reconnu comme un processus majeur pour la vie microbienne du sol.
L'enrichissement de la rhizosphére en micro-organismes est a la fois le résultat de
leur multiplication et de leur mobilité propre qui leur permet de se déplacer et de se
concentrer dans les zones riches en nutriments. Les modifications observées au
niveau des populations de micro-organismes sont non pas seulement quantitatives
mais également qualitatives car la plante exerce une sélectivité qui tend généralement
a réduire la diversité microbienne et a favoriser des espéces ou des souches. Cette
sélectivité est particulieérement poussée dans le cas de la symbiose fixatrice d'azote
entre les Iégumineuses et les rhizobium ou chaque légumineuse ne peut s'associer
qu'avec un nombre réduit de souches bactériennes. La spécificit¢ de cette
reconnaissance est fondée sur 1'échange de signaux moléculaires entre la plante et la
bactérie. Des flavonoides particuliers excrétés par la racine sont reconnus par la

bactérie qui, en réaction, synthétise des molécules complexes qui vont initier des

11
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réactions de la plante conduisant a la morphogenése des nodosités, siege de la

réduction de l'azote atmosphérique en ammonium (Bertrand ef al., 2000)

2.5- Antagonisme dans le sol

En écologie, le terme d’antagonisme désigne une inhibition ou une action
défavorable d’un organisme vis-a-vis d’un autre a l’intérieur d’une population
microbienne mixte. (Duchaufour, 2001).

L’antagonisme repose essentiellement sur 1’émission d’antibiotiques solubles ou
volatils, facile a mettre en évidence chez un grand nombre de bactéries et de
champignons du sol (Romero et al., 2007).

Les rapports entre les microorganismes telluriques ne se traduisent pas seulement par
des interactions de nature synergique ; ils peuvent au contraire aboutir a 1’apparition

de processus antagoniste (Youcef, 2014).

2.6- Microorganismes halotolérants et halophiles

Les halophiles sont un groupe de microorganismes qui vivent dans les
environnements hypersalins et exigent dans beaucoup de cas la salinité pour survivre.
IIs incluent une grande diversit¢é d’organismes, comme les bactéries aérobies
modérément halophiles, les cyanobactéries, les bactéries sulfo-oxydantes, les
bactéries hétérotrophes, les bactéries anaérobies, les archaea, les protozoaires, les
mycetes, les algues et les eucaryotes multicellulaires. Les microorganismes qui
peuvent se développer en absence aussi bien qu'en présence du sel sont qualifiés
d’halotolérants et ceux qui sont capables de se développer approximativement au-
dessus de 15% (p/v) (2.5M) de NaCl sont considérés comme extrémement
halotolérants (DasSarma, 2001).
Les halophiles appartiennent aux trois domaines des microorganismes, ils sont
classés en plusieurs catégories selon leur comportement vis-a-vis du NaCl (Das
Sarma et Arora, 2001) :

e Non halophiles : ne tolérant pas plus de 0,2 M de NaCl.

e Halotolérants : tolérent de 0,2 a 0,85 M de NaCl (2 — 5 %).

e Halophiles : supportent des concentrations en NaCl allant de 0,85 jusqu’a 3,4

12
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M (5 - 20 %).
e Halophiles extrémes : peuvent croitre de 3,4 a 5,1 M (20 - 30 %) de NaCl.

2.6.1- Diversité phylogénétique des halophiles

Les halophiles et les halotolérants présentent une grande diversité phylogénétique.
On les trouve parmi les trois domaines du vivant : Archaea, Bacteria et Eucarya
(Figure 3) (Oren , 2002a).

L’augmentation de la salinit¢ s’accompagne d’une réduction de la diversité¢ des

communautés microbiennes (Oren, 2002a).

Figure 3. Arbre phylogénétique universel issu d’une analyse comparative des séquences de genes
ribosomaux. Les groupes phylogénétiques contenant des membres halotolérants et halophiles

(croissent bien a 100 gl-1) sont indiquées en lignes gras (Oren, 2002a).



Revue bibliographique

2.6.1.1- Eucaryotes halophiles

Dans le domaine des Eucarya, les halophiles sont plus rares. Le principal
représentant des halophiles est 1’algue verte Dunaliella qui comprend des espéces
halophiles modérées (Dunaliella viridis, Dunaliella parva ...) et une espece
halophile extréme (Dunaliella salina). Cette algue produit le _-caroténe responsable
de la couleur orange des saumures et dont ses propriétés sont exploitées en
biotechnologie (Oren, 2002b).

Les moisissures, longtemps négligées dans la recherche des halophiles, contiennent
un certain nombre de représentants halophiles faibles et modérés tels que
Cladosporium, Aspergillus et Penicillum spp. (Gunde-Cimerman et al., 2000; 2005;
Kis-Papo et al., 2003).

On peut aussi citer le crustacé Artemia. Enfin, parmi les eucaryotes, des levures
osmotolérantes (Rhodotorula mucilaginosa et Pichia guilliermondii), isolées de

bassins d’évaporation croissent a 15 % de sel (Buchalo et al., 1998).

2.6.1.2- Archaea halophiles

Les halophiles du domaine Archaea appartiennent a trois familles: Halobacteriaceae,
Methanospirillaceae et Methanosarcinaceae. Les deux derniéres familles
contiennent également des membres non halophiles (Yachai, 2009).

Au sein des Archaea, la famille des Halobacteriaceae comprend les halophiles
extrémes aérobies. On les trouve dans la Mer Morte, les marais salants et les lacs
alcalins hypersalins. Aux fortes salinités, les halobactéries dominantes colorent les
lacs hypersalés en rouge. Cette couleur est due a un pigment de type caroténoide (_-
bactériorubérine C50), localisé au niveau de la membrane cellulaire. Ce pigment
protege la cellule de la photooxydation (Wu et al., 1983 ; Litchfield, 1998).

Une caractéristique physiologique intéressante est la présence, chez certaines espéces
d’halobactéries, d'un photopigment membranaire (la bactériorubérine) qui permet la
production d'ATP, quand la teneur en oxygeéne dans le milieu extérieur est trop
faible. Ce composé¢ formé d'une protéine (bactériorhodopsine) associée a un
photopigment semblable a un caroténoide (rétinal) est responsable de la couleur
rouge des saumures (Oren, 2002a).

Egalement, la branche méthanogene des Euryarchaeota contient des halophiles dont

14
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I’activité méthanogene est possible a des seuils proches de la saturation en NaCl :
Methanohalophilus, Methanohalobium et Methanospirillum (Kamekura, 1998 ;
DasSarma, 2001).

2.6.1.3- Bactéries halophiles

Le domaine des Bacteria regroupe la plus grande diversité des halophiles, la plupart
étant halophiles modérées plutot qu’extrémes. Elles sont ubiquistes et présentes dans
un grand nombre de groupes phylogénétiques. Les bactéries les plus isolées et
étudiées sont les bactéries fermentatives strictes. Elles appartiennent a deux familles
Halobacteroidaceae et Haloanaerobiaceae (Oren et al., 1984 ; Rainey et al., 1995).
Les microorganismes aérobies, hétérotrophes, halophiles et halotolérants du domaine
Bacteria forment un groupe phylogénétique trés hétérogene. Ils sont inclus dans 5
phyla: Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes et
Bacteroidetes(Ayad,2011).

Enfin, des bactéries photosynthétiques halophiles (cyanobactéries et bactéries
phototrophes anoxygéniques) ont été quelquefois isolées de la surface des sédiments
de milieux hypersalés ou elles forment un tapis microbien. Les cyanobactéries
unicellulaires forment une couche brune a la surface des sédiments (DasSarma,

2001).

2.6.2- Diversité métabolique des halophiles

La diversité phylogénétique dans les environnements hypersalins s’accompagne
d’une diversité métabolique. De nombreux processus métaboliques ayant lieu dans
les niches écologiques a faible teneur en sel ne se produisent pas au-dessus de 100 a
150 g/l. Des exemples a cela sont donnés par la nitrification autotrophe, la
méthanogénese et 1’oxydation aérobie du méthane (Oren, 2011).

La plupart des microorganismes halophiles et halotolérants décrits sont des
hétérotrophes aérobies, trouvés dans les trois domaines de la vie. Dans les
environnements avec desconcentrations en sel jusqu’a 200-250 g/, les représentants
de bactéries sont responsables de la majeure partie de ’activité hétérotrophe. Aux
fortes salinités, les groupes comme les Halomonadaceae ne fonctionnent plus et la

dégradation aérobie des composé€s organiques est assurée par deux groupes de
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procaryotes: Halobacteriaceae (Archaea) et Salinibacter (Bacteria) (Oren, 2006).
D’autres modes métaboliques existent aussi tels que la respiration anaérobie dont les
accepteurs finaux d’¢lectrons utilisés incluent non seulement le nitrate et le sulfate,
mais aussi des composés non communs comme [’arséniate et le séléniate. Ce mode
est utilis¢é par plusieurs membres modérément halophiles de la famille des
Halomonadaceae (Ventosa et al., 1998). Certaines Archaea halophiles (Haloarcula
marismortui, Haloarcula vallismortis, Haloferax mediterranei) peuvent croitre
également de facon anaérobie sur le nitrate s’il est présent, en formant le nitrogene
gazeux et/ou le protoxyde d’azote (Mancinelli et Hochstein, 1986).

Des halophiles fermentatifs sont inclus dans des groupes disparates. Les Archaea de
la famille Halobacteriaceae sont fondamentalement des aérobies en utilisant
I’oxygeéne comme accepteur final d’électrons. Cependant, quelques especes peuvent
se développer en anaérobiose par la dénitrification ou en utilisant 1’énergie lumineuse
absorbée par la bactériorhodopsine. Les espéces du genre Halobacterium peuvent se
développer dans des conditions anaérobies a 1’obscurité tout en puisant leur énergie
par fermentation de I’arginine avec la production de 1’ornithine, de I’ammoniaque et
du dioxyde de carbone (Hartmann et al., 1980). Un autre représentant des
Halobacteriaceae qui se développe probablement par la fermentation est
Halorhabdus tiamatea, isolé d’un bassin anoxique hypersalin profond de la Mer
Rouge. Il se développe seulement sur des substrats complexes mais aucun mode de
fermentation n’a été constaté (Antunes et al., 2008).

La fermentation est utilisée par des halophiles fermentatifs classés principalement
dans les deux familles, Halanaerobiaceae et Halobacteroidaceae (Rainey et al.,
1995), en plus de quelques procaryotes fermentatifs du phylum Firmicutes

(Clostridium halophilum) (Antunes et al., 2009).
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2.7- Généralités sur les moisissures

Les moisissures ou micromycetes sont des organismes filamenteux eucaryotes ;
I’hyphe en est 1’élément structural. La paroi des hyphes contient souvent de la chitine
et la croissance apicale du filament est suivie d’une ramification qui conduit a la
formation d’un mycélium ou thalle. (Larpent, 1997).

Les myceétes sont principalement des organismes terrestres, bien que certains soient
marins ou d’eau douce (Prescott, 2010).

Le mycélium est dit « septé » lorsque des cloisons transversales s’y forment et donne
une apparence subdivisée en éléments uni- ou plurinucléés ; les moisissures sont
ainsi qualifiées de septomycetes. Les siphomycetes sont ceux dépourvus de cloisons
et présentent un appareil végétatif formé d’une série de boyaux (Lanier, 1978).

Les champignons en générale, possédent deux modalités de reproduction : la
reproduction asexuée (imparfaite ou végétative) et la reproduction sexuée (parfaite)
(Senal et al., 1993).

Le mode de vie des moisissures est généralement saprophytique, celles-ci se
développant aux dépends de substrats inertes ou en voie de décomposition
(Bourgeois, 1996).

2.7.1- Position systématique

Selon Mc Neill et al. (2006) les moisissures sont classées en 3 grands Phylum :
e /Zygomycotina.
e Ascomycotyna.
e Basidiomycotyna.
Leurs principales caractéristiques sont regroupées dans le (tableau 2) (Boiron, 1996 ;

Botton, 1985).

Phylum Zygomycotina Ascomycotyna Basidiomycotyna

Vitesse Rapide moyenne Lente

de croissance

Type de thalle | Septé cloisonné Cloisonné
Spores Spongiospores Ascospores Basidiospores
sexuées

Tableau 2. Principales caractéristiques de classification des moisissures.
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2.7.2- Les moisissures halotolérants

Les moisissures isolées des milieux naturels ou la salinité excede les 10 % et qui
peuvent croitre in vitro a 17 % de NaCl, sont considérées halophiles (Gunde-
Cimerman et al., 2005).

Malgré la concentration élevée du sel dans des environnements hypersalés, les
champignons font partie des microorganismes qui ont pu résister et se développer

(Grunde- Cimerman et al., 2004). Cantrell et al (2006).

La flore fongique des environnements hypersalins naturels comprend principalement
les ascomycetes et les basidiomycétes (Gunde-Cimerman et al., 2009).

e Les ascomycétes dont les ordres les plus importants sont
Capnodiales.

Dothideales.

Y V V

Eurothiales.

Les basidiomycétes avec leurs 3 principaux ordres
Trichonsporales.

Sporidiales.

YV V VY

Wallemiale.

Parmi les espéces halotolérantes, seulement quelques espéces appartenant aux genres
Penicillium et Aspergillus sont connus pour leur capacité de produire des métabolites

(Frisvad, 2005)

2.7.3- Applications biotechnologique des moisissures halophiles

L’utilisation des halophiles en biotechnologie peut étre divisée en trois catégories
(Oren, 2002).

e 1lére catégorie : I’halo-tolérance de plusieurs enzymes extraites de

microorganismes

halophiles peut étre exploitée chaque fois que les transformations enzymatiques
requierent une faible activité d’eau. C’est le cas d’un milieu a concentration
¢levée en sel.

e 2¢éme catégorie : certains stabilisateurs osmotiques organiques présentent des
applications intéressantes lors de 1’utilisation de certaines enzymes thermolabiles.

e 3éme catégorie : certains microorganismes halophiles peuvent produire des
composés de valeur le plus souvent sans aucune relation directe avec leurs propriétés
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halophiles. Ces composés sont également produits par des micro-organismes non
halophiles mais les halophiles peuvent présenter des avantages distinctifs pour le

développement de processus biotechnologiques de production.
2.8- Aspergillus
2.8.1- Généralités

Ce genre appartient a la classe des Ascomycetes. Le thalle, hyalin ou coloré, présente
un mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés qui se terminent
en vésicule (Figure 4) (Raper et Fennell, 1965)).

Les Aspergillus sont des champignons cosmopolites, trés répandus dans le milieu
extérieur. Ce sont des champignons ubiquistes: on les trouve en milieu rural (silos a
grains, foin, paille tassée et humide, céréales ou fruits moisis, matiéres organiques en

décomposition), ainsi qu’en milieu urbain (Biofarma, 2002).
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Figure 4 Principaux caractéres morphologiques des Aspergillus (Raper et Fennell, 1965).

Cependant, d’autres souches représentent un intérét industriel pour la préparation
d’aliments fermentés et pour la production d’enzymes et d’acides organiques. Ce
genre comprend environ 185 espéces réparties en 18 groupes morphologiquement,

génétiquement et physiologiquement proches (Roquebert, 2002).
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Les Aspergillus ont une large répartition géographique, mais sont plus souvent

associés aux régions a climat chaud (Pfohl-Leszkowicz, 1999).

2.8.2- Caracteéres culturaux

Les Aspergillus présentent une croissance rapide sur les milieux de culture classiques
(Gélose au malt, Sabouraud) additionnés d’antibiotiques, pour inhiber toute
croissance bactérienne.

Apres 48 heures d’incubation, on observe des colonies plates, formées de courts
filaments aériens, blancs ; aprés 96 heures d’incubation, les colonies vont prendre
leur teinte caractéristique de chaque espece, brune, verte, jaune ou noire (Tabuc,

2007).

2.8.3- Caracteres morphologiques

2.8.3.1- Caractéres macroscopiques

Les Aspergillus présentent une croissance rapide sur les milieux de culture classiques
additionnés d’antibiotiques. Ils sont cependant, pour la plupart, inhibés par le
cycloheximide. Aprés 24 a 48 heures de culture, on observe des colonies plates,
formées de courts filaments aériens blancs. C’est en effet avec la maturation des
structures conidiogenes (48 a 96 h selon les espéces) que ces colonies vont prendre
teinte caractéristique : brune, verte, jaune ou noire selon les especes. (Botton et al.,

1990).

2.8.3.2- Aspect microscopique

Les Aspergillus appartiennent a la classe des Ascomycetes, et sont caractérisés par la
présence de conidiophores dressés, terminés par une vésicule supportant, soit une
seule rangée de phialides (structure unisériée), soit une rangée de phialides et une
rangée de cellules sous jacentes appelées métules (structure bisériée). Les phialides
et les métules sont également dénommeées stérigmates. Les conidies produites en
grand nombre par les phialides, donnent, a la té€te conidienne, un aspect radié si les
stérigmates couvrent 1'ensemble de la vésicule, ou une apparence en colonne si seule
la partie supérieure de celle-ci est fertile

(Figure 5) (Raperet Fennell, 1965).

20



Revue bibliographique

Phialoconidies

Phialide

Metule

Wesicule

Filament

conidiophore
Figure 5 Schéma d’une téte aspergillaire (modifi¢ d’aprés Chermette et Bussiéras,

1993)

2.8.4- Taxonomie

Les espéces du genre Aspergillus appartiennent au régne des Fungi, a
I’embranchement des Ascomycota qui regroupe des champignons a mycelium
cloisonné (champignons septomycetes) présentant une reproduction sexuée avec
formation d’asques contenant des ascospores. Les Aspergillus sont inclus dans le
sous-embranchement des Pezizomycotina, la classe des Eurotiomycetes, la sous-
classe des Eurotiomycetidae, et I’ordre des Eurotialesqui est caractérisé par des
asques contenus dans des ascocarpes de type cleistothece ou plus rarement
gymnothece, et par une multiplication asexuée par phialides produisant des

phialoconidies (Hibbett ef al. 2007 ; Bennett, 2010).

En effet, selon Botton et al. (1990) et Guiraud (1998), la classification des
Aspergillus est comme suit :

Reégne : Fungi

Division : Eumycota

Classe : Deuteromycetes

Ordre : Moniliales

Famille : Moniliaceae

Genre : Aspergillus
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2.8.5- Production des métabolites secondaires

Les meétabolites secondaires sont des composés non essentiels au métabolisme
basique des champignons. Quelques métabolites sont spécifiques a une ou deux
especes alors que d’autres peuvent étre produits par différents genres (Gaitatzis et al.,
2002).

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 possedent des voies de synthése qui
leurs sont propres a partir de produits du métabolisme primaire et qu’ils sont
généralement produits en faible quantité (Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992 ;
Tortora et al.,2003 ).

Les champignons sont des producteurs prolifiques de métabolites secondaires.
Turner, (1971) a enregistré presque 1000 produits fongiques en 1971.

Parmi les métabolites secondaires nous pouvons citer :

les antibiotiques sont des substances chimiques et/ou organiques produites par un
petit nombre de microorganismes et exercant une action toxiques envers d’autres
microorganismes dont principalement les bactéries. Parmi un total de quelques 10700
antibiotiques décrits pour I’ensemble du monde vivant, environ 1600 proviennent des
champignons. Les genres Aspergillus et Penicillium ainsi que les especes de 1’ordre
des Monilliales constituent les réservoirs les plus importants (Botton et al, 1990) par
exemple Aspergillus flavus fabrique comme antibiotique I’acide aspergillique,

Aspergillus fumigatus fabrique la fumagilline.

La gliotoxine, par exemple, peut aussi bien étre produite par Aspergillus fumigattus
que par Trichodermaviridae. 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)

fumigaclavine, fumigatoxine, fumitremorgéne, gliotoxine, acide helveolique, etc.
A.niger fabrique [’acide oxalique, A.versicolor fabrique [’aspercolorine, la

sterigmatocystine, la versicolorine. (Halewyn et al, 2001).
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2.9- Penicillium

2.9.1- Généralité

Il y a plus de 200 espéces reconnues de Penicillium. Plusieurs especes s'adaptent
facilement aux conditions de croissance présentes a l'intérieur et se développent bien
sur des matériaux de construction humides. Plus de vingt especes sont régulierement
trouvées dans l'environnement intérieur (Samson et al., 2004 ; Texas Tech
University & Health Sciences Center, 2006 ; Bpc inserption,2008). Par conséquent, il
serait impossible de les énumérer toutes dans le contexte de ce compendium. La
majorité¢ de cette rubrique sera donc consacrée au genre Penicillium dans son

ensemble, et certaines especes seront mentionnées au besoin.

Les Penicillium sont trés généralement retrouvés dans le sol, sur les végétaux en
décomposition et le compost de méme que sur le bois, les produits alimentaires secs,
les épices, les céréales, les fruits frais et les légumes ((Al-Doory & domson, 1984 ;
Foundation for Allergy Research in Europe, 1984) ; on les trouve également poussant
sur des matériaux de construction dans des environnements endommagés par 1’eau

(Story et al., 2004). ainsi que dans ’air intérieur et la poussi¢re domestique.

2.9.2- Caracteéres culturaux

Les Penicillium sont des mycetes mésophiles pouvant croitre entre 5 et 37 °C
(température optimale de 20-30°C) a un pH de 3-4,5. La croissance est
optimale in vitro a 23 °C, a un pH de 3-4,5.

Activité de I'eau : Aw = 0,78-0,88 (Al-doory & Domson, 1984).

2.9.3- Caracteres morphologiques

2.9.3.1- Caractéres macroscopiques

La taxonomie du genre Penicillium est particuliérement complexe et difficile a
maitriser.  L’identification précise basée seulement sur les critéres
macromorphologiques et micromorphologiques demeure difficile, bien qu'elle soit
possible. Cependant, quelques traits communs sont partagés par les especes les plus
répandues en milieu intérieur (Samson et al., 2004). Les colonies de ces espéces sont

habituellement a croissance rapide; elles peuvent étre de différentes teintes de vert ou
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occasionnellement de teintes de blanc ou d'autres couleurs. Elles se composent la
plupart du temps d'une masse feutrée de conidiophores. La surface de la colonie

présente souvent quelques exsudats et le revers peut €tre de blanc a jaunatre.

2.9.3.2- Aspect microscopique

Les hyphes hyalins septés (1,5-5 um de diamétre) portent des conidiophores ramifiés
ou non ramifiés. La premiére cellule du conidiophore est appelée cellule pied, les
branches secondaires sont connues sous le nom de métules. Les métules sont plus ou
moins cylindriques, a parois lisses, portant de trois a six phialides en forme de
bouteille (Samson et al., 1984 ; Larone, 1987 ; Patterson et al., 2009). Les phialides
produisent de longues chaines séches de petites spores rondes a ovales (2,5-5 um).
Les souches peuvent étre classées en quatre catégories selon le type de ramification

des conidiophores.

2.9.4- Taxonomie

Tableau 3 La classification des Penicillium sp

Régne | Fungi Famille | Trichomaceae
Phylum | Ascomycota Genre Penicillium
Classe | Euascomycetes Espece Ssp.

Ordre | Eurotiales

Plusieurs Penicillium sont des formes imparfaites (anamorphes) d'hyphomycétes
hyalins : quelques especes de Penicillium possédent des formes parfaites (télémorphes)
incluses dans les genres Eupenicillium, Talaromyces, Hamigera et Trichocoma

(Samson et Pitt, 1992).

2.9.5- Production des métabolites secondaires

Les especes de Penicillium produisent divers hydrocarbures, des alcools, des cétones,
des esters et des terpenes, aussi bien dans la nature que sur des matériaux de
construction (Claeson et al., 2002 ; Claeson et al., 2007). Les métabolites les plus
courants comprennent certains alcools tels que le 2-méthyl-1-propanol, le 3-méthyl-
1-butanol et le 1-hexanol de méme que le 2-heptanone, le 2-pentanone et le 2,5-
diméthyl-furane  (Sunesson et al.,1996). quelques Penicillium produisent du 2-

méthyl-isobornéol qui donne une forte odeur de moisi. La production de composés
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organiques volatils microbiens (MCOV) dépend a la fois de 1’espece en cause et du

milieu ou pousse la moisissure.

Un certain nombre de composés organiques, y compris les composés organiques
volatils (COV), ont été identifiés dans l'air intérieur de batiments humides. Ces
métabolites contribueraient a différents problémes de santé associés a la qualité de
’air intérieur. La plupart des métabolites identifiés sont toutefois non réactifs et sont

trouvés en faibles concentrations dans I'air intérieur (Claeson et al., 2002).

Plusieurs especes de Penicillium sont des contaminants communs sur divers
matériaux organiques et sont des productrices potentielles reconnues de
mycotoxines. Parmi les mycotoxines les mieux ¢étudiées produites par les
Penicillium, i1 faut mentionner les composés suivants: l'acide kojique, l'acide
mycophénolique, l'acide pénicillique, I'aflatoxine, la citréoviridine, la citrinine, la
citromycétine, l'érythroskyrine, la fréquentine, la gibbérelline, la griséofulvine,
I'hadacidine, la luteoskyrine, des mycotoxines trémorgenes (le pénitrem, le territrem,
le verruculogeéne), les ochratoxines A et B, l'oxaline, la paruline, la patuline, les
pénitrems A a F, la riboflavine, la roquefortine, la rubratoxine, la rugulosine, la
rugulovasine, les thomitrems A et E, la verrucosidine, la viomelleine, la viridicatine,
la xanthocilline et la xanthomegnine (Subramanian, 1983 ; Rundberget et al., 2004 ;
Centre de recherche sur la conservation des documents graphiques ,2007 ; Krska et

al., 2008).
2.10- Paecilomyces

2.10.1- Généralité

Les organismes du genre Paecilomyces sont des moisissures saprophytes apparentées
a Penicillium et Aspergillus, omniprésentes dans le sol et les matieres en
décomposition. Les paecilomyces ont des hyphes ramifiés cloisonnés portant de
longues chaines de conidies provenant des extrémités des conidiaphores.

(Fleischman et McCracken, 1977).

25



Revue bibliographique

2.10.2- Caracteéres culturaux

Ces champignons ont une croissance rapide sur milieu de Sabouraud sans
cycloheximide qui inhibe la croissance de la plupart des souches .ils se develloppent
bien a 25°C, mais peuvent pousser jusqu’a 50°C.les colonies rapidement
poudreuses,sont de couleur brun pale a brun rouille( Peniciluim variotii), parfois

lilas(P.lilacinus).le verso est incolore( Chabasse, 2002).
2.10.2.1- Morphologie microscopique
e Multiplication végétative

Les hyphes septés, hyalins, portent des conidiophores qui se ramifient en verticilles.
Les phialides a éxtrimité allongée et éffilée sont regroupées en pinceau a 1’éxtrimité
du conidiophore. elle sont divergentes les unes par rapport aux autre. certaines

restent solitaires, disposées le long les hyphes.

Les conidies (3.2 @ 5 um de long sur 2 a 4 um de large) sont hyalines a jaunes,

cylindriques ou fusiforme, disposées en longue chaines a I’éxtrimité des phialides.
Des chlamydospores sont parfois présentes.

e Pas de reproduction sexée connue (Chabasse, 2002 )
2.10.3- Taxonomie

Le genre Paecilomyces contient plusieurs especes. Les plus communs sont
Paecilomyces lilacinus et Paecilomyces variotii. La couleur de la colonie et certaines
caractéristiques microscopiques aident a différencier les especes de Paecilomyces les
unes des autres (De hoog ef al, 2000). Une autre caractéristique qui aide a
l'identification des espéces est la thermophilicité. Paecilomyces crustaceus et
Paecilomyces variotii sont thermophiles et peuvent bien pousser a des températures
aussi ¢levées que 50 ° et éventuellement 60 ° C (Sutton et al., 1998, De hoog et al.,

2000).

Kingdom:Fungi
Phylum:Ascomycota
Class:Euascomycetes

Order:Eurotiales
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Family: Trichocomaceae

Genus: Paecilomyces(site 3).
2.10.5- Métabolites secondaires

Le genre Paecilomyces comprend de nombreuses especes capables de produire des
métabolites secondaires qui appartiennent a différents groupes chimiques ayant une
large activité biologique comme la paecilosétine (Lang ef al., 2005), le paecilaminol
(Ui et al., 2006), le paecilodepsipeptide A (Isaka et al., 2007) , paecilin A et B (Guo
et al., 2007).

2.11- Geotrichum

2.11.1- Habitat

Assez répandu : sol, eau, air, mais et autres céréales, riz, papier pourrissant, textiles, raisin,
citrus, bananes, tomates, concombres, fruits confits, jus de fruit, pain, lait et produits laitiers

(affinage de certains fromages)(Site 1).
2.11.2- Caractéres culturaux
2.11.2.1- Caractéres macroscopiques

Les souches de Geotrichum produisent des colonies blanches, séches, poudreuses a
cotonneuses, a croissance rapide, ressemblant a du «verre dépoli». Lorsqu'elles sont
dérangées a la surface, la colonie devient semblable a de la levure ou visqueuse. La
température de croissance optimale est de 25 ° C. La plupart des souches ne poussent

pas du tout ou croissent faiblement a 37 ° C (Site 1)
2.11.2.2- Caractéres microscopiques

Des arthroconidies et des hyphes vrais grossiers sont observés. Les blastoconidies,
les conidiophores et les pseudohyphae sont absents. Les arthroconidies (6-12 X 3-6
um) sont unicellulaires, en chaine, hyalines, et résultent de la fragmentation d'hyphes
indifférenciés par fission a travers des cloisons doubles. Ils sont de forme
rectangulaire ou arrondis aux extrémités ressemblant a la forme du canon. La

formation consécutive d'arthroconidies et l'absence de cellules vides qui se
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fragmentent pour libérer les arthroconidies («cellules disjonctrices») sont typiques

(Site 1).
2.11.3- Taxonomie

Kingdom: Fungi

Phylum: Ascomycota
Subphylum: Ascomycotina
Order: Saccharomycetales

Family: Endomycetaceae
Genus: Geotrichum (Endomyces)
Température optimum de croissance : 25°C-27°C (isolé de plantes), 30-31°C (Site 2)

2.11.4- Métabolitas secondaires

Deux composés antimicrobiens produits par G. candidum sont 1'acide phényllactique
(PLA) et I'acide indoleacétique (ILA). Il a été rapporté que le PLA et I'lLA inhibaient
spécifiquement la croissance de Listeria monocytogenes dans le milieu complexe
TSBYE en induisant des changements comportement aux et structurels dans cet
agent pathogéne d'origine alimentaire (Dieuleveux et al., 1998, Dieuleveux et al.,
1998), L'acide phénylpyruvique (PPA), un composé¢ intermédiaire du métabolisme
du PLA, était capable d'induire non seulement le PLA mais aussi la production
d'alcool phényléthylique (PEA) lorsqu'il est utilis€¢ séparément comme substrat
initial. Sous les limites de pH, de température et de sel utilisées pour la fabrication du
fromage, la phénylalanine s'est révélée étre le substrat le plus efficace pour la

production de métabolites antimicrobiens.
2.12- Colletotrichum

2.12.1- Caractéres microscopique du genre

Des conidiophores courts, simples et incolores produisent des conidies abondantes.
Longues soies noires ou peut ne pas étre produit chez les conidiophores. Les conidies
sont incolores lorsqu'elles sont vues seules, mais peuvent apparaitre roses ou colorées
en masse. Les spores sont courtes, ovoides a cylindriques et unicellulaires. Chez
certaines especes, les conidies sont légeérement incurvées et peuvent étre confondues

avec les spores de Fusarium. (Site 3)
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2.12.2- Taxonomie

Kingdom: Fungi
Phylum: Ascomycota
Class: Sordariomycetes
Order: Incertae sedis
Family: Glomerellaceae

Genus: Colletotrichum (Site 3)

2.12.3- Métabolites secondaires

Le métabolite de Colletotrichum gloeosporioides était identifié comme des
hydrocarbures volatils. Jusqu'a présent, des études ont rapporté un grand nombre de
composés antimicrobiens isolés des endophytes, appartenant a plusieurs classes
structurelles telles que les alcaloides, les peptides, les stéroides, les terpénoides, les

phénols, les quinines et les flavonoides (Yu et a/, 2010).
2.13- Humicola

2.13.1- Taxonomie

Subdivision: Deuteromycotina
Class: Hyphomycetes

Order: Bactridiales

Family: Sepedoniaceae

Genus: Humicola (Smith ,2004).
2.13.2- Métabolites secondaires

La description des caractéristiques de Humicola insolens a été publiée pour la
premiere fois par Cooney & Emerson (1986). La souche de production a été¢ obtenue
grace a un processus de sélection conduisant a des isolats avec une production
d'enzymes améliorée. L'enzyme mixte [-glucanase et xylanase produite par

Humicola insolens est utilisée pour hydrolyser les B-glucanes, les pentosanes et
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d'autres gommes. Cette souche de Humicola insolens est non pathogéne et non

toxique chez 'homme ou chez les autres animaux (Smith ,2004).
2.14- Microorganismes pathogénes

Les bactéries sont des organismes procaryotes unicellulaires (Roquebert, 2002), qui
ne possedent pas d'organite ni de noyau. La cellule bactérienne est entourée par une
membrane plasmique et une enveloppe rigide, la paroi, qui lui donne sa forme. On
distingue les bactéries a Gram positif et a Gram négatif sur une différence de
composition pariétale. La paroi des bactéries Gram positif est riche en acide
teichoique et en acide diaminopimélique qui sont absents ou moins abondants chez

les Gram négatif, lesquelles ont une paroi plus riche en lipides (Vidic, 2013).

2.14.1- Pseudomonas aeruginosa

2.14.1.1- Habitat

La bactérie Pseudomonas aeruginosa, est une Bactérie ubiquitaire. Capable de
survivre dans I’environnement (eaux, surface, air, aliments), particuliérement en
milieu humide. En milieu hospitalier Pseudomonas aeruginosa peut étre rencontré
dans I’environnemment proche du malade. Peut faire partie de la flore transitoire de
I’homme : flore digestive, cutanée, pharyngée ; il est montré que le portage augmente

avec la durée d’hospitalisation (Grosjean et a/, 2011).
2.14.1.2- Caractéristique microbiologique

2.14.1.2.1- Caractéres morphologiques

Les principaux caracteres sont mentionnés dans le tableau 3 :

Tableau 4 Principaux caractéres morphologiques de Pseudomonas aeruginosa (Grosjean et

al, 2011).

Aspect gram | Capsule ou spore Mobilité Gram
Bacilles fins | Parfois capsulés, non + -
sporulés (plutét en ligne
droite)
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2.14.1.2.2- Caracteres Culturaux

Les principaux caracteres sont mentionnés dans le tableau 4 :

Tableau 5 Principaux caractéres Culturaux de Pseudomonas aeruginosa (Grosjean et al,

2011).

Type respiratoire

Géloses

pousse

permettant

la

Aspect colonie

Aérobie

Gélose nutritives, BCP,
Au sang.

Gélose cétrimide.

Pas d’exigence particulicre.

Colonie plates, bord
irregulier, aspect irisé
métallique  pigment vert
brillant diffusible :
pyoverdine (commun au
groupe) et  pyocyanine

spécifique de cette espéce

odeur de type seringa.

Certaines souches peuvent présenter des caractéres différents :

- Colonies non pigmentées ou colorées en brun ou en rouge (par production de

pyomélanine ou pyorubrine).

- Colonie d’aspect mucoide (souche isolées dans certaines pathologie chroniques :

mucoviscidose, dilatation des bronches).

- Colonie naines plus difficilles a cultiver (Grosjean et al, 2011).

2.14.1.2.3- Caracteéres biochimiques

Les principaux caracteres sont mentionnés dans le tableau 5 :

Tableau 6 Principaux caractéres biochimiques de Pseudomonas aeruginosa

al, 2011).
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Oxydase | Pousse a | Kanamycine | Arginine Gélatinase | Réduction de
41°c dihydrolase | (GEL) nitrates
(ADH) (NO»)
+ + Résistant + + -
Sauf
colonies
mucoides

Plusieurs sérotype en fonction d’antigéne O (AgO) du lipopolysaccharide (Grosjean

etal, 2011).

2.14.1.3- Pouvoir pathogéne

Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne opportuniste.

Les infections pourront avoir une origine endogene ou exogene.

- Infection communautaire : principalement broncho-pneumopathie évoluant

sur un mode chronique dans la mucoviscidose et les dilations de bronches ;

otite externe, endophtalmie aprés traumatisme, infection cutanée dans la

ulceres.

- Infection nosocomiale : pneumopathie chez les malades sous respirateur,

infection ostéoarticulaire sur matériel, infection urinaire chez les malades

sondés, infection cutanée secondaire a des brulures, septicémie pénicilline

(Grosjean et al, 2011).

2.14.1.4- Résistance aux antibiotiques

Cette bactérie posséde une résistance naturelle a un grand nombre d’antibiotique

comme la pénicilline des groupes V, G, M et A. Aussi a la plupart des

céphalosporines et aux kanamycine et quinolones de premiére et deuxiéme

génération en raison de la production d’une Beta-lactamase (Poole ,2004).
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2.14.2- Staphylococcus aureus

2.14.2.1- Habitat

Staphylococcus aureus, est un bactérie ubiquitaire. Flore résidente de la peau de

I’homme et des animaux. Transitoire dans les autres flores (Grosjean et al, 2011).
2.14.2.2- Caractéres microbiologiques

2.14.2.2.1- Caractéres morphologiques

Les principaux caracteéres sont mentionnés dans le tableau 5 :

Tableau 7 Principaux caractéres morphologiques de Staphylococcus aureus (Grosjean et al,

2011).

Aspect Gram Capsule ou spore Mobilité Gram

Coques en - - +

amas

2.14.2.2.2- Caractere culturaux
Les principaux caracteéres sont mentionnés dans le tableau 7 :

Tableau 8 Principaux caractéres culturaux de Staphylococcus aureus (Grosjean et al.,

2011).

Type respiratoire Gélose  permettant la | Aspect colonie
pousse

Aéro-Anaérobie Gélose nutritive, au sang, a|Colonies souvent hémolytiques
I’acide nalidixique Pigment jaune orangé
G¢élose de chapman Mannitol +

Certaine souches isolées plus particuliecrement dans des infections chronique

(pulmonaires au cours de la mucoviscidose, osseuses,...), ont des colonie plus petites

«small colony variant>> la croissance des ces bactérie est altérée, en raison d’une

33




Revue bibliographique

déficience d’une voie de biosyntheése (chaine respiratoire ou chaine métabolique). La
difficulté est de reconnaitre ces colonies<naines >, qui poussent plus lentement, qui
ne sont pas hémolytique, qui peuvent étre exigeantes en CO, et mannitol négatives

sur chapman(Grosjean ef al, 2011).
2.14.2.2.3- Caracteéres biochimiques

Les principales caractéristiques biochimiques qui différencient les especes de

Staphylococcus aureus sont mentionnées dans le tableau 8 :

Tableau 9 Principaux caractéres biochimiques de Staphylococcus aureus (Grosjean et al,

2011).

OX | CAT | Fu- Coag | DNAse | Coag | Poly- MAN VP
Ranes | Libre liée | Myxine PYRA
b
- + S + + + R + - +

2.14.2.3- Pouvoir pathogéne

- Infection suppuratives : peau, tissu mou, muscle, os, tractus respiratoire,
valve cardiaque, tractus urinaire aprés manceuvre instrumentale, infection sur
matériel étranger....

- Toxi-infection : dues a la synthése de différentes toxines par certaines
souches.

- TSST-1 (toxine du choc toxique staphylococcique)

- Exfoliatine responsable du syndrome de la peau ébouillantée

- Entérotoxines responsables de toxi-infections alimentaire ou d’entérocolites
apres sélection d’une souche productrice d’entérotoxines par I’antibiothérapie

(Grosjean et al, 2011).
2.14.2.4- Résistance aux antibiotiques

Le staphylocoque doré ne possede aucune résistance naturelle aux antibiotiques.
L’utilisation massive des pénicillines G et V a conduit deés 1941 a I’émergence de
bactéries résistantes a ces molécules. S. aureus possede une treés grande plasticité

génétique. Sous la pression de sélection des antibiotiques, il a trés rapidement acquis
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des génes portés par des plasmides codant pour des pénicillinases (Grundmann et al.,

2006).

Ces enzymes sont capables d’hydrolyser le cycle béta-lactame des pénicillines G, V
et A. Le traitement des infections causées par ces souches est simple. Il repose sur
I’utilisation de pénicillines semi-synthétiques stables a ’action des pénicillinases
type oxacilline ou alors d’amoxicilline additionnée d’un inhibiteur de béta-lactamase
type acide clavulanique. La détection de ce phénotype est aisée en laboratoire. Elle
peut se faire soit a I’aide d’un test utilisant un réactif chromogene type Céfinase®
(Biomérieux) ou indirectement par la détermination de la CMI a la pénicilline G
(systeme automatisé, disque ou e-test). Actuellement, plus de 90% des souches

isolées sont résistantes a la pénicilline G (Dumitrescu et al., 2010)

2.14.3- Bacillus subtilis

2.14.3.1- Habitat

Le bacilli, classé¢ dans le nouveau genre bacillus avec plus de 90 especes. sont de

bactérie ubiquitaires saprophytes.

Elle vivent naturellement dans les sols dans lesquels elle peuvent survivre tres
longtemps grace a leurs spores résistants ; elles sont également présentes dans 1’air et
elles viennent parfois contaminer les cultures en boites de petri, en travaux pratiques
de microbiologie, lorsque de consignes d’ensemencement ne sont pas parfaitement

respectées (Delarras, 2007).
2.14.3.2- Caractéres Microbiologique
2.14.3.2.1- Caractéres morphologiques

Les Bacilles forment un genre de bactéries a Gram positif, appartenant a la famille
des bacillacées (Bacillaceae), qui sont des batonnets (souvent 0.5-1.5 x 2—6 um de

diametre) sont habituellement mobiles (Paul singleton, 1999).

2.14.3.2.2- Caracteres culturaux

Ces bactéries sont aérobies ou anaérobies facultatifs qui poussent sur les géloses

ordinaires (Grosjean et al., 2011). Selon les espéces, avec un métabolisme
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respiratoire ou facultativement fermentatif. Ces bactéries sont capables de produire
des endospores leur permettant de résister a des conditions environnementales
défavorables. Celles-ci donneront naissance a de nouvelles bactéries en cas de

conditions favorables. (Paul singleton, 1999).

2.14.3.2.3- Caracteéres biochimiques

Tableau 10 Caractéres biochimiques de Bacillus (Denis et al., 2011)

Chainettes | Mobilité Culture Anaérobiose | Réduction | Production
Des D’indole
nitrates

- + - + + -

2.14.3.3- Pouvoir pathogéne

Bacillus subtilis est germe saprophyte, rarement pathogeéne opportuniste pour
I’homme. 1l est sporulé et doté des spores extremement résistantes. Il est a 1’origine
de quelques cas de toxi-infections alimentaires lors de contaminations a tres fortes
doses de germe (>1 million de germes par gramme de produit alimentaire ), a partir
de viandes friodes, pates, farces... les signes cliniques sont dominés par la diarrhée
et les vomissements qui peuvent apparaitre trés rapidement apres ingestion (20 min a
6 h) mais sont rapidement résolutifs (moins de 8 h). plus rarement ont été signalées

des infections graves (endocardite, septicémie, pneumonie) (Carip, 2008).
2.14.3.4- Résistance aux antibiotiques

Bacillus subtilis sont résistants au chloramphenicol, a la tetracycline, a la rifampicine

et la streptomycine (David et al., 2012).
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2.14.4- Escherichia coli

2.14.4.1- Habitat

Escherichia coli est l'espéce bactérienne qui a été¢ la plus étudiée par les
fondamentalistes pour des travaux de physiologie et de génétique (Avril et al., 2000).
E.coli ou colibacille est habituellement une bactérie commensale qui peut devenir
pathogéne si les défenses de 1’hote se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des

facteurs de virulence particuliers (Nauciel, 2005).

2.14.4.2- Caracteres microbiologiques
2.14.4.2.1- Caractéres morphologiques

E. coli est un bacille, donc de forme cylindrique (batonnets) ou coccobacillaire, gram
négatif uniformément coloré, non sporulé, de 2 um a 3 um de long sur 0.7 um de
large. Il présente soit seul ou groupé le plus souvent par deux (diplobacilles), tres
rarement ils sont rencontrés en amas (Garba, 2012). La plupart sont mobiles, a
ciliature péritriche, ou dotées de pili ou fimbriaec et des adhésines. d’autre sont

immobile (Berche ef al., 1989) .

2.14.4.2.2- Caracteéres culturaux

E. coli est mésophile avec une température de croissance, comprise entre 15°C et
45°C avec un optimum a 37°C. Sa culture admet une grande tolérance de variation
de pH et le pH optimum est de 7,5 (Anonyme, 2004). E.coli croit apres 24 h a 37°C
en donnant des colonies de 2 a 3 mm de diamétre (Berche et al., 1989) . Se

développent bien sur un bouillant ou sur une gélose (Ramoul, 2013).

2.14.4.2.3- Caractéres biochimiques

Ces bactéries sont identifiées par les tests suivant : fermentation du mannitol et de

Sorbitol, du lactose, présence de B-galactosidase, production d’indole. Les caractéres

négatifs sont :
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I’absence d’uréase et désaminase, citrate de Simmons négatif, absence de production

d’H2S ou d’une désaminase du glucose (Berche et al., 1989) .

2.14.4.3- Pouvoir pathogéne

En outre, bien que la majorité des souches de E. coli soient commensales banales,
certaines d’entre elles sont pathogénes et connues des médecins comme étant a
I’origine de pathologies extra-intestinales (Pohl, 1993) ou intestinales (Levine,
1987).

Des nombreuse infection a E.coli peuvent se rencontrer , Certaines localisées aux
voies digestives : on distingue 5 pathovars : E. coli entéropathogéne (diarrhées
infantiles), E. coli entérotoxinogene (turista), E. coli entéroinvasif (invasion des
cellules intestinales), E. coli entérohémorragique (diarrhées sanglantes), E. coli
entéroadhérent (diarrhée du voyageur) qui provoquent des diarrhées aqueuses et par
fois glaireuses ou hémorragiques avec fievre et douleur abdominale ,et d’autre au
voies urinaires :Il s’agit de cystites traduisant par une dysurie, une pollakiurie et

fievre peu élevée (Berche ef al., 1989) .

2.14.4.4- Résistance aux antibiotiques

2.14.4.4.1- Résistance naturelle

Cette résistance peut étre diie a I’'inaccessibilité de la cible pour I’antibiotique, a sa
faible affinité pour I’antibiotique ou encore a son absence (Lazoul, 2014).

Ces souches sont sensibles sont & toutes les béta-lactamines, malgré la présence
d’une céphalosporinase chromosomique d’espece de classe C qui est exprimée a tres

bas niveau (présente mais non détectable) ( Zahar et Moumile ,2007).

2.14.4.4.2- Résistance acquise

Sur le plan génétique, la résistance peut etre acquise par deux voies totalement
distinctes, soit des mutations affectant des génes présents sur le chromosome, soit
I’acquisition de genes étrangers (Lozniewskai el Rabaud, 2010 ; Souna, 2011).

Cette souche est résistante a I’ensemble des pénicillines et céphalosporines en

particulier aux C3G (CTX, CAZ) et aux monobactames (ATM) et a AMX mais les
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carboxypénicillines (TIC) et les acyluréidopénicillines (PIP) restent actives ( Zahar et

Moumile ,2007).
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3- Matériel et méthodes

Ce présent travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Microbiologie N° 11 de la faculté
des sciences de la nature et de la vie, département Microbiologie Générale et Moléculaires,
Université fréeres Mentouri Constantine 1, et ce porte sur 1’étude de ’activité antibactérienne
d’isolats fongiques isolées a partir de cinq sites différents de Sebkha Ezzmoul d’Ain-mlila
vis-a-vis de quatre souches bactériennes (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus subtilis ATCC

6633). Connus comme étant pathogenes, présentant un danger potentiel sur la santé humaine.
3.1- L’agent pathogéne

L’agent pathogene utilis¢é dans ce travail est composé de quatre souches bactériennes:
(Escherichia coli ATCC 25922(Gram-), Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027(Gram -),
Staphylococcus aureus ATCC 25923(Gram+) et Bacillus subtilis ATCC 6633(Gram+)). Ces
bactéries ont été fournies par le laboratoire de Mycologie, de Biotechnologies et de 1’ Activité

Microbienne (LaMyBAM), Université Fréres Mentouri Constantine 1.

Les bactéries ont été réactivées sur Gélose Nutritive (Annexe 1) et incubées a 37°C pendant

24 h.

3.2- Isolement de I’agent antagoniste

3.2.1- Echantillonnage

Sebkha Ezzemoul localisée dans la région d’Ain M’ Lila (Oum EIl Bouaghi). Elle est située
dans la dépression formée par la gamme cotiere des montagnes, au Nord, la petite kabylie et
au Sud le massif de 1’ Aures, soit & 800 metres au Sud-Est de la route nationale principale (N3)
reliant Constantine a Batna qui la sépare du chott de Tinnsilt (Figure 6 et 7). Elle a une
superficie de 4400 hectare et une profondeur de 0,6 metre (Kharroub, 2007).

Cette sebkha constituée par dépression retenant les eaux météoriques, est selon les définitions
usuelles en limnologie, un véritable lac. C’est un type d’environnement athalassohalin
largement distribué en Afrique du Nord. Elle est entourée par de la végétation et comprend 12
tables salantes (bassins de concentration) et un bassin de cristallisation, destinés a la

production de sel et connu sous le nom de « salin de Ouled Zouai».
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Figure 6 Localisation de la sebkha Ezzemoul
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Figure 7 Localisation géographique de la zone d’échantillonnage (sebkha
Ezzemoul d’Ain-Mlila).
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Les prélévements des échantillons ont été réalisés le 18 février a partir de cinq sites différents
de sebkha Ezzemoul d’Ain-Mlila (Figure 8, 9, 10, 11) selon Pochon et Tardieux (1962).

Les échantillons d’eau de bassin ont été collectés a partir du site (1) dans des flacons en verre
stériles. En effet, des échantillons de la rhizosphére de plantes de sites (2, 4) ont été prélevés
et placés dans des sacs en plastiques stériles. Le sol de la rhizosphére de plantes adjacentes, a
été prélevé a une profondeur de 15 cm aprés avoir écarté les trois premiers centimeétres a partir
des sites (3, 5), puis déposée a I’aide d’une spatule stérile dans des flacons stérile. Finalement,

les échantillons ont été transportés au laboratoire et conservés a 4° C jusqu’a I’analyse.

Figure8 Site (1) d’échantillonnage a partir de I’eau
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Figure 9 Sites d’échantillonnages (S2, S4) a partir de la rhizosphére de plantules de sebkha
Ezzemoul d’Ain-Mlila

Figure 10 Sites d’échantillonnage (S3) a partir du sol de la rhizosphére de plantes
adjacentes.
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Figure 11 Sites d’échantillonnage (S5) a partir du sol de la rhizosphére de plantes
adjacentes.

3.2.2- Isolement et purification

L’isolement et la purification des moisissures ont été réalisés sur milieu PDA (Potato dextrose
agar) (Annexe 1) avec 4 concentrations différentes en NaCl (5, 10, 20 et 30 %) (Tournas,
2005). Une solution-meére a été préparée avec 1 g de chaque échantillons ( sites 2, 3, 4 et 5) ou
1 ml d’eau ( sites 1) dans 9 ml d’eau physiologique stérile (Annexe 3), Des dilutions
décimales de 107 & 10 ont été effectuées, chaque dilution subit une homogénéisation a 1’aide
du Vortex (Figure 12). Un volume de 0,1 ml de la solution mére et de ses dilutions (de 10" a
10%) de chaque échantillon est ensuite ensemencé dans des boites de Pétri sur milieu PDA
puis incubé a 30° C pendant 7 jour. Les moisissures développées ont été repiquées au centre
de boite de Petri sur le méme milieu dans les mémes conditions d’incubation jusqu’a

I’obtention d’isolats pures (Gerhardt, 1994).
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Figure 12 Méthode de dilution

3.2.3- Conservation de moisissures

Les isolats fongiques purifiés ont été repiqués sur gélose inclinée et incubés a 30° C pendant 7
jour, puis stockées a 4° C (Takahashi et al., 2008). La conservation des isolats fongiques a été
réalisée aussi sur milieu liquide (glycérol 10 %) et le stockage a été effectué¢ a —80°C (Tindall,

1992).

3.3- Etude de P’activité anti- bactérienne

Le test d’antagonisme des isolats fongiques obtenus vis-a-vis les quatre bactéries pathogenes
consiste a rechercher ’activité biologique de ces isolats sur le développement des bactéries
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis). Ce
test a été réalisé par la méthode de diffusion sur gélose.

Chaque culture de bactéries doit étre ensemencée en stries sur gélose nutritive pour obtenir
des colonies isolées. Apres une incubation d’une nuit a une température de 37°C choisir 4 a 5
colonies bien isolées avec une anse d’inoculation et les transférer dans un tube de solution
d’eau physiologique stérile, tremper un écouvillon de coton dans la suspension et tourner le
pour enlever les liquides excédentaires. Enfin, Bien Etaler I’inoculum sur toute la surface de

boite de Pétri contenant la gélose Muller Hinton (MH) (Annexe 1) puis, prélever les disques
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de moisissures (7mm de diamétre) a 1’aide d’un perforateur stérile et déposer le de maniére

renversée au centre de la boite. Les résultats ont été analysés aprés le 1, 2 et le 3™ jour
d’incubation (30°C). Les diametres des zones d’inhibition ont ét¢ mesurés au milliméetre

(Figure 13) (Errakhi et al., 2007).

Croissance
Niilou MM Disque d’isolat microbienne

} |

<€ >

L
- -

Zone d’inhibition

Figure 13 Boite de Pétri présentant I’activité des isolats obtenus vis-a-vis les bactéries

pathogenes.

3.4- Identification des isolats sélectionnés

Les isolats les plus performants ont €t¢ soumis a une identification macroscopique (caracteres

culturaux) et microscopique (caractéres morphologiques) (Pitt et Hoecking, 2009).

3.4.1- Observation macroscopique

L’étude macroscopique des isolats fongiques a été effectuée sur milieu PDA préalablement
incubés a 30° C pendant 7 jours. L’examen a I’ceil nu permet la détermination des caracteres

suivants: (couleur d’isolat et son revers, aspect et pigmentation) (Guiraud, 1998).

3.4.2- Observation microscopique

Les préparations microscopiques ont ét¢ effectuées a 1’état frais entre lame et lamelle et par la
technique de scotche. La technique premiére consiste a mettre un petit fragment mycélien sur

la lame propre placée entre deux bec bunsen en présence d’une goutte d’eau distillé et
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I’égerment le dilacéré avec une ance de platine pour éviter la réalisation d’une préparation
trop dense et inobservable, puis le recouvrir délicatement d’une lamelle en évitant de créer des

bulles d’air ou des débordements.

La technique du scotch permet de révéler la présence du thalle, sa nature septée ou non septée,
ainsi que les caractéristiques des fructifications des conidiospores et des spores (Cahagnier et

Richard-Molard, 1998 ; Chabasse, 2002).

L’observation microscopique a ¢été¢ réalisée aux grossissements X10 et X40 a I’aide d’un

microscope type (Motic digital microscope DMB série).

3.5- Etude de ’activité enzymatique

Grace a leur grande spécificité d'action, les enzymes constituent un outil de fabrication dans
de nombreux secteurs de la recherche, du contrdle et de la production industrielle de
métabolites. Elles sont purifiées a partir de diverses matieres biologiques premicres, dont les
micro-organismes présentent une source trés avantageuse. Un ensemble des testes
enzymatiques ont été réalisés pour voir la capacité des isolats fongique de dégradée des

lipides et protéines.

3.5.1- Détermination de l'activité protéolytique

La caséine étant la protéine du lait (constituent la majeure partie des composants azotés du
lait). De ce fait, un test d’hydrolyse de cas€ine a été effectué sur gélose au lait (Annexe 2).
Les souches sélectionnées ont été¢ ensemencées en un seul disque de moisissure (7mm de
diameétre) a I’aide d’un perforateur stérile et déposé le de maniére renversée au centre de la
boite. L’incubation a été réalisée a 30°C.

En faite, les résultats ont été appréciés quotidiennement durant 72 heures. la présence de cette
par contre un résultat négatif ne montre aucune zone d’hydrolyse autour de la culture (De Vos

et al.,2009)
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3.5.2- Détermination de I’activité lipolytique

Les moisissures produisent principalement trois catégories d’enzymes lipolytiques : les
lipases, les estérases et les phospholipases. Selon la nature de leur substrat, il est possible de
diviser les enzymes lipolytiques en deux catégories: les lipases (triacylglycérol
acylhydrolases) et les estérases (carboxylestérases). les lipases sont des carboxylestérases qui
catalysent 1’hydrolyse et la synthése d’acylglycérol a longues chaines, c’est-a-dire qu’ils
contiennent plus dix atomes de carbone (>10 C), alors que les estérases catalysent I’hydrolyse
de glycérolester a courtes chaines (<10 C). Il est a noter que parfois les lipases possedent
aussi une activité estérase, mais que I’inverse n’est pas vrai. Les lipases agissent en conditions
aqueuses sur les liens carboxyl esters des triacylglycérols pour libérer des acides gras et du
glycérol, c’est I’action hydrolytique des lipases. Toutefois, dans des conditions ou les
molécules d’eau sont moins abondantes ou disponibles, la réaction inverse, soit de synthése,

peut survenir (Gupta et al., 2004).

» Hydrolyse du tween 80
La recherche d’estérase a été effectuée par le test d’hydrolyse des Tweens 80. En effet, la
dégradation du tween 80 par les souches sélectionnées a été réalisée sur un milieu approprié
(Annexe 2), en cas de réaction positive, il se forme un halo opaque autour de la culture apres
incubation a 30°C pendant 24 a 48 heures, le développement d’un précipité autour de la

culture témoigne la présence d’une estérase (acide gras) (Sierra, 1957).

> Lécithinase

Le jaune d’ceuf est un substrat composé de lécithine, triglycérides et d’une lipoprotéine, il
permet donc de rechercher trois enzymes : La lécithine : ’apparition d’un halo opaque, blanc
jaunatre, a bord net sous la colonie ou a la limite, indique la présence d’une lécithinase. Si la
lécithinase est absente, toute 1’opacité floue a la surface de la colonie indique la présence
d’une lipase. La lipoprotéinase est révélée par 1’apparition d’un halo claire autour de la
colonie.

Ce test est réalisé par ensemencement en un seul disque de moisissure (7mm de diamétre) a
I’aide d’un perforateur stérile et dépos¢ le de maniere renversée au centre de la boite, sur
gélose nutritive contenant I’émulsion du jaune d’ceuf stérile (egg-yolk agar ou Gélose a I’ceuf)

(Annexe 2). L’apparition de toute zone claire autour de la culture aprés 24 a 72 heures
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d’incubation a 30°C, prouve que la souche possede la lécithinase, enzymes dégradant la paroi

cellulaire (De Vos et al., 2009).
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Résultats et Discussion

4- Résultats et Discussion

Ce travail consiste a déterminer 1’activité antibactérienne d’isolats fongiques isolés a partir de
cinq sites différents de Sebkha Ezzmoul d’Ain-mlila vis-a-vis de quatre souches bactériennes
(Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 et Bacillus subtilis ATCC 6633). En effet, I’isolement des
microorganismes halophiles a été réalisé dans les différentes concentrations (5%, 10% et 20%

de Na Cl).

4.1- L’agent pathogéne
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 et Bacillus subtilis ATCC 6633 ont été réactivées pour réaliser le test de

I’activité anti-bactérienne.

4.2- Isolement de I’agent antagoniste

L’isolement de microorganismes a partir de cinq sites de Sebkha Ezzmoul d’Ain-mlila a
permis I’obtention de 42 microorganismes. En effet, deux isolats bactériens a concentration
10% de Na Cl ont été isolés a partir du bassin de sebkha; Par ailleurs, 4 isolats bactériens et 7
isolats fongiques ont €té isolés a partir de la rhizosphére de plantes a concentrations 5%, 10%
et 20% de Na Cl et enfin, 7 isolats bactériens et 22 isolats fongiques, ont été obtenus a partir
du sol de la rhizosphére de plantes adjacentes a concentrations 5%, 10% et 20% d’ Na Cl
(Tableau 11).

Tableau 11 Isolats microbiens obtenus a partir du Sebkha Ezzmoul d’Ain-mlila de différents sites

prospectés.
Microorganismes isolés 42
Site d’isolements prospectés Bactéries Moisissures
Bassin de sebkha Ezzemoul 2 /
Rhizosphere de plantes 4 7
Sol de la rhizosphére de plantes adjacentes 7 22
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Nous observons une forte densité d’isolats fongiques dans le sol de la rhizosphére de plantes
adjacentes et la rhizosphére de plantes aux concentrations en sel 5% 10% et 20%. Ce résultat
s’explique probablement par le taux relativement élevé de la matiere organique du comme
décrit par Gunde-Cimerman et al. (2005) qui ont mentionné que le nombre de moisissures

halophiles du sol est proportionnel a sa quantité en matiére organique.

4.3- Sélection d’isolats halophiles a effet antibactérien

Parmi les quarante deux isolats microbiens testés, dix neuf moisissures halophiles (A1, A2,
A3, A4, A8, A9, A10, BI, B4, B5, B6, B7, B8, C1, C2, C3, C4, C6, C7) possédent un effet
antibactérien vis a vis les bactéries testées (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus subtilis ATCC 6633)
Les résultats de ce test ont permis de constater que les valeurs varient entre 0.8 et 2.5 cm
suivant I’isolat. En effet, le meilleur effet inhibiteur a ét¢ développé par les isolats (A4, A9,
BS5, B6, B7, C7) et ce, sur les bactéries Gram+ et Gram - testées et par les isolats (B6 et C7)
sur les bactéries Gram+.

Les isolats (A10) développent un effet antagoniste moins important sur les deux types de

souches bactériennes testées. (Tableau 12) (Annexe 3).

Tableau 12 Inhibition de la croissance des bactéries pathogénes Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus
subtilis ATCC 6633 sous I’effet des isolats fongiques obtenus.

Les isolats Bacillus Staphylococcus Pseudomonas E.coli
subtilis aureus aeruginosa

Al / ++ +++ ++
A2 ++ +++ ++ +++
A3 +++ +++ +++ +++
A4 ++ +++ ++++ +++
Bl +++ / +++ /
B4 +++ ++ +++ +++
B5 +++ +++ +++ ++++
B6 +++ ++++ +++ +++
B7 +++ +++ ++++ +++
B8 +++ +++ +++ ++
Cl +++ +++ +++ +++
C2 +++ +++ +++ +++
C3 +++ +++ +++ +++
C4 +++ +++ +++ +++
Cé6 +++ +++ +++ +++
C7 +++ ++++ ++++ ++++
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A8 +++ +++ et +++
A9 +++ / ++++ +++
Al10 / +++ / /

Inhibition : (++) (Inhibition moyen), (+++ ) inhibition importante, (++++) inhibition trés importante.

4.4- Identification des souches

L.’identification des isolats fongiques sélectionnés étant basée essentiellement sur les clés de
détermination décrites par la littérature (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.).

4.4.1- Etude macroscopique

Les caractéres macroscopiques des différents isolats fongiques obtenus ont été étudiés sur le
milieu PDA, les plus communément utilisé a cet effet (Botton, 1990). Le (Tableau 13) résume
I’aspect du mycélium des isolats obtenus, la couleur de la surface et du revers ainsi que la
présence ou I’absence de pigments caractéristiques de chaque isolat.

Tableau 13 Etude macroscopique des isolats fongiques isolés a partir de la sebkha Ezzmoul d’Ain-

mlila.
Espéce |Milieu Description Aspect macroscopique
et
pourcentage Face Revers
de Na C1

Al PDA Couleur : blanc
5% Na Cl1 | Aspect: Cotonneuse

Revers : jaune, marron,

contour jaune
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A2

PDA
10%

Couleur : Dblanc et
centre jeune
Aspect : poudreuse et
Cotonneuse
Revers : centre jaune,

contour beige

A3

PDA
10%

Couleur : vert foncé

contour blanc

Aspect : velout¢ a
poudreuse des
gouttelettes  d’exsudat

en surface

Revers : marron claire,

contour beige. présence

A4

PDA
10%

Couleur : blanc centre
jaune claire
Aspect: poudreuse

Cotonneuse bombé

Revers : marron foncé,
contour marron claire.
présence de pigment

colleur jaune.

A8

PDA
10%

Couleur : beige a centre
rose claire

Aspect : Cotonneuse
bombé a poudreuse

Revers : jaune, marron
claire, contour blanc.
Présence de pigment
jaune.
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A9

PDA
10%

Couleur : vert tourné

par un cercle blanc

Aspect : laineuse

veloute

Revers : Vert pistache,

contour beige.

A10

PDA
10%

Couleur : marron foncé,
contour blanc
Aspect: poudreuse

laineux

Revers : brun a contour
beige.

B1

PDA
10%

Couleur : marron foncé

Aspect: poudreuse

Revers : grise claire
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B4 PDA Couleur : noir a centre
59/ blanc
Aspect: laineuse a
velouté Revers : centre
noir, contour marron
foncé.
BS PDA Couleur : noir a centre
10% blanc
Aspect: laineuse a
velouté Revers : centre
noir, contour marron
foncé.
B6 PDA Couleur : jeune claire
59/ Aspect : Cotonneuse

bombé Revers : centre
marron claire. Présence

de pigments jaune.
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B7 PDA Couleur : blanc
10% Aspect : Cotonneuse
Revers : beige claire
B8 PDA Couleur : blanc
20% Aspect : Cotonneuse
Revers : beige claire
C1 PDA Couleur : Rose
10% Aspect : velouté
Revers : centre jaune,
marron. contour rose
claire
C2 PDA Couleur : blanc
10%

Aspect : Cotonneuse

jaune, contour beige..

bombé Revers : centre |!
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C3 PDA Couleur : marron a
10% centre blanc, contour
beige.
Aspect : Cotonneuse
Revers : centre blanc,
contour marron et
tourné par un cercle
beige.
C4 PDA Couleur : noir a centre
10% blanc
Aspect: laineuse a
velouté Revers : centre
noir, contour marron
foncé.
Cé6 PDA Couleur : blanc et
10% centre marron claire

Aspect : poudreuse
Cotonneuse
Revers : center marron,

contour marron.

58




Résultats et Discussion

C7 PDA Couleur : blanc
20% Aspect : Cotonneuse

Revers : jaune blanchatre

4.4.2 - Etude microscopique

L’étude microscopique porte sur I’observation des structures caractéristiques des 19 souches

fongiques (Conidiophores, conidies et mycélium) ont été mis en évidence sur le (Tableau 4).

Tableau 14 Etude microscopique des isolats fongiques isolés a partir de la sebkh Ezzmoul d’Ain-

mlila.
Espéce Description Aspect microscopique GX 40
Al Des conidies produites par des
Aspergillus Sp phialides insérées a I’extrémité

dilatée d’un conidiophore large
et non cloisonné, vésicule

globileuse.
téte aspergillaire:unisériée

radiée.
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A2 Conidiophore : trés longs et non

Aspergillus Sp | cloisonné ,phialides : portées par
des métules insérées sur la
vésicule Conidies : globileuses
Téte aspergillaire : bisériée ,
radiée

A3 -Hyphe : septé, hyalines, portent

Paecilomyces | des conodiophores -

Sp Conidiophore : ramifiés en
verticiles portent des Phialides
cylindrique . Conidies : ovoides
disposées en longues chaines
divergentes ou basipétales.

Ad -Conidiophore: non cloisonné

Aspergillus Sp ,phialides portées sur la visucule

-Conidies: globileuses

-Tete aspergillaire: unisériée

petite et en colonne.
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A8

Aspergillus Sp

Hyphe : septé

-Conidiophore:longue et

cloisonné.

-Des conidies échinulées
produites par des phialides
insérées a une visicule

globileuse.

-Tete aspergillaire: unisériée

A9

Penicilium sp

Hyphe : septé, hyalines, portent
des conodiophores.
Conidiophore: ramifiés
cylindrique, cloisonnés,disposées
en pinceaux ou pénicilles serrés,
inséréees par I’intermédiaire des
métules sur les conidiophores -

Conidies : rondes

A10 Conidiophore large et trés long,
) conidiées souvent disposées en

Paecilomyces

Sp long chaine,portées sur des

phialides allongées .

B1 -Conidiophore

Paecilomyces :cloisonné,phialides portées sur

Sp une visicule sphérique

-Conidies:globileuses

-Téete aspergilaire:unisériée et

petite
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B4 mycélium hyalin et septé,Les
conidies sont toutes

Colletotrhicum | ypicellulaires, hyalin et trés

sp allongées.

B5 mycélium hyalin et septé,Les

Colletotrhicum | conidies sont toutes

sp unicellulaires, hyalin et tres
allongées

B6 -Conidiophore :

Aspergillus Sp cloisonné,phialides portées sur
une visicule sphérique
-Conidies:globileuses
-Téte aspergilaire:unisériée et
petite

B7 -Des conidies disposées  en
chaine roduites

Aspergillus Sp P

par des phialide insérées a
I’extrémité dilatée d’un
conidiophore long et non
cloisonné (disposition en téte

aspergillaire  grande et en|%

colonne).
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B8
Aspergillus Sp

-Conidiophore:long lie¢ par une

visicule globileuse.

-Conidies ronds et lises associes
sur des phialides directement
liées par la visicule.

-Tete aspargillaire: petite

unisériées

C1

Humicola sp

Les phialides étaient discrets ou
intercalaires, simples et latéraux,

et plus encore

ou moins cylindrique ou en

forme de flacon.

C2

Aspergillus Sp

-Hyphe : septé

-Conidiophore:longue et
cloisonné.

-Des conidies échinulées
produites par des phialides
insérées a une visicule
globileuse.

-Téte aspergillaire: unisériée

C3

Geotrichum sp

Mycélium septé (eumycélium)

-Arthrospores a paroi épaisse.

Conidies cylindriques, en forme
de tonneau a
ellipsoidales,fotmées par
désarticulation des hyphes
fertiles.
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C4 -Conidiophore:large et long
Aspergillus Sp | Vésicule:globileuse
-Conidies:subglobileuses

-Téte aspergilaire:bisériée

Ce6 -Conidiophore large et trés long,
Aspergillus Sp | conidi¢es souvent disposées en
chaine,portées sur des phialides
insérées a une

visicule globileusepar des

métules.

-Tete aspergillaire:bisiriée

C7 Conidiophore:longue non

Aspergillus Sp cloisonné.

-Phialides : portées par des

meétules insérées sur la vésicule.

Conidies :ronde.

4.5 - Etude de ’activité anti-bactérienne

Dans cette étude nous avons testé [’activité antibactérienne d’un total de 19 souches
appartenant aux genres d’Aspergillus, Paecilomuces, Penicillium, Geotrhicum,
Colletotrichum et Humicola vis-a-vis de quatre bactéries (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus
subtilis ATCC 6633). La plupart des isolats (19 moisissures) 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. La lecture des résultats se fait

par la mesure des diamétres de la zone d’inhibition autour de chaque disque (Tableau 2).
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Tableau 15 Effet des moisissures halophiles sur les bactéries test

Dix sept souches de moisissures testées ont montré un effet antibactérien vis-a-vis Bacillus
subtilis sont (Aspergillus A2, A4 et A8, Paecilomyces A3 et BIl, Penicilluim A9
Colletotrichum B4 et BS, Geotrichum C3, Humicola C1) sauf Al n’a pas d’effet.

Six souches plus performente, ont montré un grand effet contre Pseudomonas aeruginosa
sont Aspergillus, Geotrichum, Paecilomyces et Colletotrichum (Al, A4, A8, Bl, BS, B7,
C3et C7) (avec une zone de lyse égale a 1,1.5, 1.1, 1, 098, 1.46, 1.15, 1.47 cm
respectivement. Le reste des moisissures considéré comme des especes a moyen d’effet

antibactérien, avec une zone de lyse de 0.8 a 1 cm.

66




Résultats et Discussion

Une absence totale d’activité antibactérien vis-a-vis Staphylococcus aureus des souches A9,
B1 et C3 par contre les souches B6 et C7 produisent une trés grande activité antibactérien
avec des zones d’inhibition de 2.03 a 2.5 cm. Le reste des souches considéré comme espéce
a moyen effet antibactérien.

Les especes B5, B7, C2 et C7 a fort effet antibactérien contre Escherichia coli avec
une zone de lyse de 1 a 2.1 cm, la souche B1 et A10 n’ont pas d’effet contre E.coli, le reste
de souches considérées comme des especes a moyen effet antibactérien.

Selon Botton et al., (1990), les espéces de moisissures sont connues par leur production de
substances a effet antibactérien, elles produisent, généralement, des métabolites secondaires
biologiquement actifs, synthétisés en fin de croissance et possedent des structures chimiques
différentes de celles des protéines. Il est connu que ces genres constituent le réservoir
principal de substances antibactériennes, en effet, comme il a été découvert par Alexander
Fleming en 1928 que le genre Penicillium chrysogenum est connu par sa propriété a produire
des antibiotiques (pénicilline G), contre les bactéries Gram (+) tel que Enterococcus faecalis
qui posseéde une paroi de peptidoglycane qui constitue son enveloppe la plus externe, et qui
représente une structure rigide entourant la membrane cytoplasmique, donnant sa forme a la
bactérie. Nos résultats s’accordent avec ceux de Abdelaziz en 2006 qui a testé et trouvé un
fort effet antibactérien d’Aspergillus flavus et Penicillium sp. vis-a-vis de deux bactéries
Gram (+) Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus. Deux composés antimicrobiens produits
par Geotrichum candidum sont 1'acide phényllactique (PLA) et l'acide indoleacétique (ILA).
PLA et ILA ont été signalés spécifiquement inhiber la croissance de Listeria monocytogenes
dans le complexe médias TSBYE en induisant comportementale et structurelle changements
dans ce pathogéne d'origine alimentaire (Dieuleveux et Guéguen, 1998; Dieuleveux et al.,
1998a). Le potentiel inhibiteur du phényle alcool éthylique (PLA) produit dans le commerce
a ¢ét¢ démontré contre Gram-positif et Gram-négatif bactéries, telles que Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, et Escherichia coli (Dieuleveux et al. 1998a, b; Ohhira et al., 2004).
De plus, I'action bactéricide du PEA dans les espéces Gram-positives et Gram-négatives, par
exemple S. aureus et E. coli, a été associé¢ avec des changements cytologiques, y compris les
dommages membranaires, et inhibition de la syntheése de 'ARN et des protéines (Lucchini et
al., 1990).

Xanthoquinodine A3 et B3 ont été produites par Humicola sp et montré anticoccidial (A3 et
B3) et antibactérien (A3) (Tabata, 1993).

Paecilomyces sp. isolé d'un large éventail d'habitats conduit a la diversification de nouveaux

métabolites secondaires a haute valeur ajoutée qui jouent un role important dans une vie saine,
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a la découverte de nouveaux médicaments, au développement de nouvelles tendances et aux
perspectives du potentiel de bioactivité de cet ascomycete( Mioso et al., 2015)

Dans la recherche continue de métabolites bioactifs supplémentaires, un analogue de 1'acide
anacardique d'origine naturelle a été isolé a partir de la méme souche fongique présentant une
antimicrobienne contre les pathogeénes marins. Escherichia coli DC2 et Streptococcus iniae
FP5228 (Liu et al., 2012).

Quatre nouveaux polycétides ont été isolés a partir de Paecilomyces variotii marins. Ces
composés ont montré une activité inhibitrice contre les bactéries pathogenes7001, y compris
Staphylococcus aureus 3089 résistant a la méthicilline et Vibrio parahaemolyticus (Liu et al,
2011). Des résultats similaires ont ét¢ montrés par les métabolites bruts de Colletotrichum
gloeosporioides isolés a partir de la plante médicinale Phlogacanthus thyrsiflorus Nees, qui
présentaient une inhibition efficace contre la souche bactérienne testée.

Le métabolite de Colletotrichum gloeosporioides était identifi¢ comme des hydrocarbures
volatils. Jusqu'a présent, des études ont rapport¢é un grand nombre de composés
antimicrobiens isolés des endophytes, appartenant a plusieurs classes structurelles telles que
les alcaloides, les peptides, les stéroides, les terpénoides, les phénols, les quinines et les
flavonoides (Yu et al, 2010). Les principaux composés identifiés sont présentés dans les
principaux composants étaient le 9-octadécénamide, 'hexadécanamide, le diéthylpythalate, le
2-méthyl-3-méthyl-3-hexeéne, le 3  ¢éthyl2, 4-diméthyi-pentane. Des métabolites
d'hydrocarbures volatils ont également été rapportés chez certains champignons endophytes
présentant une activité antimicrobienne bactéries et champignons phytopathogenes (Strobel et

al., 2001).

4.6- Activités enzymatiques
Les activités protéolytique, lipolytique ont €té mises en évidence en utilisant les milieux :

gélose au lait, gélose a émulsion d’ceuf et gélose au Tween 80 respectivement (Tableau 16).

Tableau 16 résultats de la mise en évidence des activités hydrolytiques extracellulaires

Souches Caséinase Lécithinase Tween 80
Al + + +
A2 + + -
A3 + + -
A4 + + +
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A8 + + +

A9 + + -
Al10 + + +
Bl + - +
B4 + + +
B5 + + +
B6 + + +
B7 + + +
B8 + + +
Cl + + -
C2 + + -
C3 + + -
C4 + - +
C6 + + +
C7 + + +

L’¢étude enzymatique a montré que le bagage enzymatique des souches est trés important,
elles sont capables d’hydrolyser la caséine, la lécithine et le tween 80. Parmi les isolats, dix
neuf sont producteurs d’enzymes hydrolytiques extracellulaires. IIs sont dotés,

principalement, d’une activité proteolytique,et lipolytique.

e Mise en évidence de Dactivité protéolytique

Les enzymes protéolytiques sont des hydrolases formées d’une ou de plusieurs chaines
polypeptidiques. (Frazier, 1967 ; Scriban, 1999).

Dans le choix de la substance protéique employée comme substrat pour la production des
protéases (Clarke et Steel, 1966). On a utilisé le milieu au lait gélosé (la gélose au lait) comme
milieu sélectif.

Les tests de protéolyse ont permis la mise en évidence de I’activité protéolytique chez dix
neuf moisissures différentes. Six souches sont caractérisées par des zones d’hydrolyse faibles

(< 1.7 cm) .Alors que les autres souches, sont caractérisées par des zones d’hydrolyse, dont le
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diametre varie de 1.7 a 6.1cm. Les protéases constituent les enzymes les plus importantes qui
peuvent étres produites par plusieurs genres fongiques tels que Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma, Mucor, Rhizopus, Geotrichum, Fusarium, Rhizomucor, Endothia, etc (Frazier,
1967 ; Ul-haq et al., 2003). Ces résultats permettent de considérer ces souches comme des
moisissures productrices de protéases exocellulaires (Smith et al, 1952 ; Duce et Thomas,
1959).

Les diametres des zones de croissance et d’hydrolyse de chaque souche sont représentés dans

la (Figure 14). Le temps d’incubation durant 72 h comme indiqué sur la figure.

(o

- e

Figure 14 Résultat de la croissance des souches protéolytique sur gélose au lait.
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e Mise en évidence de I’activité lipolytique
La majorité de nos souches sont productrice d’enzymes qui dégradent les lipides et produisent
plus spécialement trois enzymes lipolytiques a savoir 1’estérase, la lécithinase et la
lipoprotéinase (Figure 15,16).
11 souches possedent aussi une activité lipolytique elles hydrolysent le Tween 80 et la 1écithine,
de nombreux travaux ont permis d’isoler des souches halophiles d’environnements hypersalins

possédant ces activités. Ces lipases sont actives en présence de fortes concentrations salines

(Rohban et al., 2009).
9 Y
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Figure 15 Résultat de la croissance des souches lipolytiques sur gélose nutritive contenant I’émulsion

du jaune d’ceuf stérile
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Figure 16Résultat de la croissance des souches lipolytiques sur milieu pour la mise en évidence de

I’hydrolyse de tween 80

73



Conclusion



Conclusion et Perspectives

5- Conclusion et Perspectives

La résistance des bactéries aux antibiotiques est un probléme d’actualité. Dans le cadre de la
recherche de I’activité antibactérienne ¢laborées par les moisissures halophiles isolées a partir
de cinq sites différents de Sebkha Ezzmoul d’Ain-mlila vis-a-vis de quatre souches
bactériennes ; deux a coloration Gram + (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
subtilis ATCC 6633) et deux a coloration Gram - (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027).

Pour I’identification des moisissures halophiles isolées, une étude macroscopique réalisée sur
milieu PDA et une étude microscopique est effectuce, cette derniére a permis de déterminer
les genres : 11 Aspergillus, 1 Penicillium, 3 Paecilomyces, 1 Geotrichum, 2 Colletotrichum ,
et 1 Humicola .

Par ailleurs, I’étude de la tolérance des moisissures, a différentes concentrations de Na Cl a
montré sa capacité a se développer sur des milieux de cultures contenant des concentrations
elevées 5%, 10% et 20%.

L’¢étude de I’activité antibactérienne de ces souches fongiques sur des bactéries test a révélé
leur pouvoir a développer un effet antibactérien variable mais effectif sur les quatre bactéries
testées; Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa.
Cette contribution a 1’étude du potentiel biotechnologique concernant la production des
activités antibactériennes €laborées par cette souche peut €tre complétée par des études
supplémentaires.

Sur le plan de la production d’enzymes, il est intéressant de signaler que parmi les moisissures
s¢lectionnées, plus que la moitié des souches possedent des activités hydrolytiques
combinées, d’ou leur importance biotechnologique.

Tous ces résultats montrent la richesse de nos milieux salins en moisissures et les possibilités
offertes pour la recherche de nouvelles especes hyperproductrices d’enzymes.

L’objectif de ce travail a été en grande partie atteint, bien que certains parametres ou certaines
techniques prévues a effectuer n’aient pas pu étre réalisées en raison de non disponibilité de
matériels et de moyens.

Nous comptons identifier complétement les 19 souches sélectionnées par études
macroscopiques compléte et microscopiques et moléculaire, pour confirmer qu’elles
appartiennent aux genres Aspergillus,  Penicillium, Paecilomyces, Geotrichum,

Colletotrichum et Humicola.
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Nous comptons aussi dans 1’avenir optimiser les paramétres de culture des souches afin
d’améliorer leur production de biomolécules a potentiel biotechnologique important.

Une piste tres intéressante a suivre serait la recherche de la production des souches de
substances antibactériennes (antibiotiques) sur ce cadre de recherche une étude est en cours,
et ce modeste travail de caractérisations phénotypiques constitue un début d’investigation.

En plus, vu "importance des souches sur le plan de la production d’enzymes extracellulaires
et qui ont peut-étre un potentiel biotechnologique, la purification de ces enzymes constitue

une autre excellente perspective.
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7- Annexes
Annexel

» Composition des milieux de cultures

o Gélose nutritive

G¢élose 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 :

o7 0] 1) Lt 10g
Extrait de vIande..........o.oiiiii s 5¢g
Chlorure de SOAIUML. ......uiee e e et e et et e e e e eaeens S5¢g
L) 0T I5¢g

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

La préparation du bouillon nutritif est la méme, sauf qu’il n’ya pas I’ajout de I’agar.

e Potato dextrose agar (PDA)

POmMME de teITE .. .ottt 250 g
GlUCOSE ettt 20g

N . 1 P I5¢g

Eau distillée....................... compléter jusqu’a 1000 ml

- Laver la pomme de terre non pelée.

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

- Porter a ébullition pendant 30 — 45 min.

- D’autre part faire fonder I’agar dans 500 ml d’eau distillée.

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

- Compléter le volume a 1000 ml.

- Stériliser par autoclavage a 121° C / 15 min.

e Milieu Mueller-Hinton (DIFCO Laboratories, 1996)
Le milieu de Mueller-Hinton est recommandé pour tester la sensibilité des microorganismes

aux antibiotiques et agents chimio thérapeutiques.
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Infusion de boeUL ..o 300g
Hydrolysat acide de Cas€ine ..........c.oouiiiiiiiiiiit i e 17,5¢
AMIAON © .o e I,5g
Bau diStill€e. . .. .ottt 1000ml
pH=17,3

Annexe 2

» Activité enzymatique

e Milieu pour la mise en évidence de I’hydrolyse de tween 80

EXITAIt A€ LIEVUIE ...oeviiiiieiiieiie ettt ettt ettt e e et e st e ensaesaseenseesnnas S5¢g
NANO S ettt e e ettt e e e et et e e e aaate e e e bt eeeeatbaeeeenateeeeeanbaeeeeanraeeeennns lg
SOIULION SAINE ...cneiiieieie ettt ettt et e st es 50 ml
CACTL2, ZH2O .ottt ettt ettt sttt a et et ae s 0,lg
TWEEBIL O ..ttt ettt et b e et st ettt et 10 ml
N | PSPPSRI 8¢
Eau diStIIEE ...t 1000 ml
pH=72

e Gélose au lait

Préparation 1
Lait €Crémeé POUALE ....cccviieiiiieciie ettt et e e st e e st e e saaeeesbaeesaeeensaeeenneas 05¢g
Eau diSHIIEE ... e ettt e 50ml
Stérilisation par autoclave a 121°C / 20min

Préparation 2

Stérilisation par autoclave a 121°C / 20min
N. B. La stérilisation des deux préparations se fait séparément, ensuite et au moment de
I’utilisation les deux préparations sont mises en surfusion (45°C) et mélangées puis coulées

sur boite pétri. Apres séchage, le milieu est ensemencé.
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e Milieu pour la recherche de la lécithinase (Egg-yolk agar)
GELOSE MULTTEIVE ....envieiieieeiieeitest ettt ettt et sttt et e bt et sbeebe et e sbeenbeennes 90 ml

Emulsion de jaune d’ UL ........ccoiiiiiiiiiiie e 10 ml

Préparation de I’émulsion de jaune d’ceuf
Apres avoir flamber la coquille avec de 1’alcool pendant 30 secondes, récupérer le jaune
d’ceuf et additionner 4 fois le volume en eau distillée stérile, mélanger rigoureusement puis
mettre le mélange a I’étuve pendant 2 heures a 30°C et ensuite au réfrigérateur pendant 24
heures.
N. B. Au moment de I'utilisation, mettre la gélose nutritive en surfusion (45°C) et ajouter

I’émulsion de jaune d’oeuf, apres séchage le milieu est ensemencé.
Annexe 3

> Solutions

e Eau physiologique
EaU diSHIIEE ....ocueiiiieeiieee ettt ettt ettt enne 1000ml
Chlorure de soditm (N Cl) ....ccuiiiiiiiiciie ettt et e e e e e sbeeeeaveeens 9g

e Solution saline

CUuSO4SHZO ..o 0.64¢g
FeSO4THZO . ..o e 0.11g
MNCLoAH2O ... 0.79¢g
ZNSO4THZ2O . .o 0.15¢g

Bau diStIllEE. . ..o vttt 100ml
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- Différente zone de lyses obtenues par dix neuf souches vis a vis les bactéries testées
(Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus subtilis ATCC 6633)
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Résumé

8- Résumé

Ce travail consiste a 1’étude de 1’activité antibactérienne des moisissures halophiles isolées a
partir du milieu salin (Sebkha Ezzemoul d’Ain-Mlila). L’isolement de microorganismes a
partir de cinq sites de Sebkha Ezzemoul a permis 1’obtention de 42 microorganismes, 13
isolats bactériens et 29 isolats fongiques. Les souches fongiques sélectionnées développent,
dans les conditions de culture en milieux PDA, a des concentrations d’Na C1 5 %, 10% et 20
%. Six moisissure appartenant du genre Aspergillus, paecilomyces, penicillium,
colletotrhicum, Geotrichum et humicola, sont sélectionnées par la technique de diffusion sur
gélose, pour la mise en évidence de 1’activité antibactérienne a été faite vis-a-vis de quatre
souches bactériennes; deux a coloration Gram + (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus subtilis ATCC 6633) et deux a coloration Gram - (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027). Les résultats obtenus montrent que les six especes
fongiques présentent une activité plus au moins considérable ou les moyennes des zones
d’inhibition atteignent 1.65 cm de diameétres. Par ailleurs, les Six souches fongiques
sélectionnées sont capables de secréter des métabolites importants sont les enzymes de

protéase et lipase.

Mots clés
Sebkha, Microorganismes halophiles, Bactéries, Activité antibactérienne; activité
enzymatique.



Summary

8- Summary

This work intends of studying the antibacterial activity of halophilicfungiisolated from
a saline environment (SebkhaEzzemoul of Ain-Mlila). The obtained results of
microorganisms’ isolation from five SebkhaEzzemoul sites gave 42 microorganisms; 13

bacteria and 29 fungi.

The fungal strains were developedon PDA mediumunder different conditions of
culture in whichthe concentrations of NaCl were varied; 5%, 10% and 20%.Six fungal genera;
Aspergillus, Paecilomyces, Penicillium, Colletotrhicum, Geotrichum and Humicola were
selected to evaluate their antibacterial activity against four bacterial strains; two Gram +
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633) and two Gram-bacteria
(Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) by agar diffusion
technique. The obtained results showed that the six fungal genera have a more or less
considerable activity in which the averages of the inhibition zones reach 1.65 cm of
diameters. In addition, the six selected fungal strains are capable of secreting important

metabolites thatare protease and lipase enzymes.
Keywords :

Sebkha, Halophilic microorganisms, Bacteria, Antibacterial activity; enzymatic activity.
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