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Introduction

1- Introduction

La résistance aux antibiotiques constitue une crise majeure pour la santé mondiale,
compromettant I'efficacité des médicaments antibactériens essentiels a la survie de millions de
patients (Golkar et al., 2014 ; Spellberg & Gilbert, 2014). Parmi les souches microbiennes
résistantes aux antibiotiques, Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) est
devenu un probleme grave dans les hopitaux (Momtazetal., 2013 ; Safarpoordehkordi et al.,
2017). Environ 50 & 70 % des souches de S. aureus isolés en milieu hospitalier sont des SARM
(Safarpoordehkordi et al., 2017). Les génes de résistance aux antibiotiques présents dans ces
souches de S. aureus ont entrainé une résistance sévere a plusieurs classes d'antibiotiques
(Dehkordi & Shahreza, 2017 ; Safarpoordehkordi et al., 2017).

Escherichia coli, une autre bactérie résistante aux antibiotiques, joue un role significatif en tant
gu'indicateur de la résistance aux antimicrobiens chez les bactéries & Gram négatif. La
préoccupation croissante concerne la résistance de E. coli aux céphalosporines et aux
fluoroquinolones, en raison de l'augmentation notable de la prévalence des mécanismes de

résistance acquis horizontalement au cours des dernieres décennies (Gregova & Kmet, 2020).

Bacillus cereus, un membre du genre Bacillus, présente une résistance élevée a plusieurs
antibiotiques, notamment I'ampicilline, la pénicilline et la céfoxitine (Gao et al., 2018). Les
génes de résistance aux antibiotiques se trouvent sur des éléments génétiques mobiles tels que
des plasmides ou des transposons, facilitant ainsi la propagation de la résistance (Navaneethan
& Effarizah, 2021).

Pseudomonas aeruginosa est une autre bactérie qui a développé une résistance a plusieurs
classes d'antibiotiques, notamment les aminoglycosides, les tétracyclines, les pénicillines, les
quinolones, les céphalosporines et les macrolides (Langendonk et al., 2021). Aux Etats-Unis,
cette bactérie a causé environ 32 500 infections et 2 700 déces parmi les patients hospitalisés
en 2017 (Kunz & Coyne et al., 2022).

En effet, I'emergence croissante de la résistance aux antibiotiques est devenue une
préoccupation majeure pour la santé mondiale nécessitant I'exploration de nouveaux agents

antimicrobiens.

Haloxylon scoparium est une plante médicinale qui pousse a I'état sauvage dans des habitats
salés tempérés, tels que les régions cotieres de la mer Méditerranée, les steppes arides et les

déserts (EI-Shazly & Wink, 2003). Elle est connue pour ses propriétés bénéfiques dans le
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traitement des troubles oculaires et de la vision, de I'nypertension et des maladies de la peau
(Allali et al., 2008).

Opuntia ficus-indica est une plante largement répandue au Mexique, dans tout I'hémisphére
américain, en Afrique et dans le bassin méditerranéen (Zourgui et al., 2008). Des recherches
récentes ont mis en évidence la présence de molécules naturelles dans cette plante, qui
pourraient avoir un fort intérét pour la santé humaine et la médecine (Alimi et al., 2010 ;
Valenteet al., 2010 ; Morales et al., 2012). Elle est principalement cultivée dans les régions

arides ou semi-arides (El-mostafa et al., 2014).

Les endophytes sont des microorganismes, tels que des bactéries ou des champignons, qui
colonisent les tissus végétaux sans causer de dommages apparents a I'hdte. Certains endophytes
ont la capacité de produire des composés bioactifs similaires ou identiques a ceux de la plante
hote, notamment des agents antibactériens, antifongiques, antiviraux ou cytostatiques (Radic &
Strukelj, 2012 ; Aly et al., 2013).

Les microorganismes endophytes ont été reconnus comme un groupe largement inexploité et
sous-étudié en raison de leur nature cryptique au sein de tissus végétaux (Suryanarayanan,
2013).

Cependant, les avancées récentes dans les techniques d'isolement, de culture et de technologies
génomiques ont permis aux scientifiques de dévoiler le monde fascinant des microorganismes
endophytes et d'explorer leur répertoire diversifié de métabolites secondaires (Dutta et al., 2014
; Kusari et al., 2014).

La rhizospheére, la région du sol qui entoure les racines des plantes, est un autre environnement
riche en microorganismes bénéfiques (Mendes et al., 2011). Les microorganismes de la
rhizosphére interagissent étroitement avec les racines de plantes, formant des communautés
microbiennes dynamiques (Berendsen et al., 2012). Ces microorganismes ont été impliqués
dans divers processus, tels que la promotion de la croissance de plantes, la solubilisation des

nutriments et la protection contre les pathogenes (Gouda et al., 2018).

Les microorganismes de la rhizosphéere produisent également une variété de métabolites
secondaires qui ont montré des propriétés antimicrobiennes. Ces métabolites peuvent agir de
différentes maniéres, tels que la production d'enzymes antibactériennes, de composés toxiques

ou la compétition pour les ressources avec les pathogénes. Par conséquent, I'étude de
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microorganismes de la rhizosphére peut fournir de nouvelles sources potentielles d'agents
antimicrobiens pour lutter contre les infections bactériennes résistantes aux antibiotiques
(Hardoim et al., 2008 ; Lugtenberg et al., 2009)

Les études sur les plantes médicinales, les endophytes et la résistance aux antibiotiques mettent
en évidence la nécessité de recherches continues pour développer de nouveaux traitements et

combattre cette crise sanitaire mondiale.

Le présent travail vise a étudier l'activité antibactérienne de souches isolées des régions
endophytes du figuier de barbarie (Opuntia ficus-indica) et de Remtha (Haloxylon scoparium)
ainsi 1’isolement de souches antibactériennes a partir du sol de la rhizosphére de plantes
mentionnées précédemment. Pour ce faire, 1’étude expérimentale repose sur 1’isolement et la
purification des microorganismes, puis la sélection et 1’identification préemptif (identification
morphologique et biochimique) des isolats possédants une activité antibactérienne vis-a-vis
deux souches bactériennes Gram + (Staphylococcus aureus et Bacillus cereus) et deux souches
bactériennes Gram - (Escherichia coli et Pseudomonas), suivie par la caractérisation des souches
les plus performantes et ses capacité a produire des enzymes hydrolytiques(protéase, lipase et
amylase), ainsi que la tolérance des isolats sélectionnés a différentes températures. Enfin, la
derniére partie est consacrée a la production de biomasse par la fermentation.
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2- Revue bibliographique

2.1- Etat des lieus sur la résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques peut étre causée par des changements dans les genes déja
présents (mutations chromosomiques) ou par I'acquisition de plasmides qui se propagent d'une
bactérie a une autre. Les mutations chromosomiques ne concernent qu'un antibiotique
spécifique ou une famille d'antibiotiques a la fois. En revanche, les résistances plasmidiques
sont plus courantes (représentant environ 80 % des résistances acquises) et peuvent toucher
plusieurs antibiotiques, voire différentes familles d'antibiotiques. On parle alors de
multirésistance. Le transfert de mécanismes de résistance peut se produire entre différentes
souches bactériennes ou méme entre différentes espéces, et lorsque plusieurs mécanismes de
résistance s'accumulent au sein d'une méme souche bactérienne, cela peut entrainer des
difficultés thérapeutiques (Hannah, 2021 ; Da et al, 2023).

La résistance croissante aux antibiotiques constitue un véritable enjeu mondial en matiére de
santé publique. Alors que la situation est mieux étudiée et évaluée dans les pays du Nord, elle
reste moins bien appréhendée dans les pays du Sud, notamment en Afrique subsaharienne.
L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a classé la résistance aux antimicrobiens parmi les
dix principales menaces pour la santé publique a I'échelle mondiale. En Afrique subsaharienne,
on estime que le taux de mortalité d0 a la résistance aux antimicrobiens s'éléve a environ 27,3
déces par an pour 100 000 habitants (site internet, 2023).

2.2- Souche pathogéne Staphylococcus aureus
2.2.1 -Généralités

Cette bactérie a été découverte pour la premiére fois en 1880 par le chirurgien Alexander Ogston

a Aberdeen, en Ecosse, a partir d'échantillons de patients présentant des ulcéres purulents.

Staphylococcus aureus appartient au genre Staphylococcus, qui est classé dans le phylum
Firmicutes. C'est une bactérie a Gram positif, de forme sphérique avec un diamétre d'environ
0,8 um. Sous le microscope, elle apparait regroupée en grappes ressemblant a des raisins. Elle
peut survivre dans des environnements aérobies ou anaérobies. La température optimale de
croissance est de 37°C, et elle se developpe preférentiellement a un pH de 7,4.(Foster, 2002;
Guo et al., 2020).
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Les colonies de Staphylococcus aureus sur une gélose au sang sont epaisses, brillantes et rondes,
mesurant généralement entre 1 et 2 mm de diameétre. La plupart des souches de cette bactérie
sont hémolytiques, ce qui signifie qu'elles provoquent une destruction des globules rouges,
formant ainsi un anneau hémolytique transparent autour des colonies (Foster, 2002 ; Guo et al.,
2020).

Staphylococcus aureus ne forme ni spores ni flagelles, mais elle possede une capsule qui lui
confére une certaine protection contre le systeme immunitaire de I'néte. Elle produit également
un pigment jaune doré caractéristique et est capable de décomposer le mannitol, un sucre
fermentable (Guo et al, 2020).

En outre, certains tests de laboratoire peuvent étre utilisés pour identifier Staphylococcus
aureus, tels que le test de coagulase plasmatique, qui est positif chez cette bactérie. Elle présente
également une fermentation positive du lactose et une activité positive de désoxyribonucléase
(Foster, 2002 ; Guo et al, 2020).

2.2.2- Pathogénicité

Staphylococcus aureus est I'un des principaux agents pathogénes responsables d'infections
nosocomiales et communautaires. 1l peut causer une variété de maladies infectieuses, telles que
des infections cutanées légéres, I'endocardite infectieuse, I'ostéomyélite, la bactériémie et une

pneumonie fatale (Turner et al, 2019 ; Guo et al, 2020).
2.2.3- Résistance aux antibiotiques

La résistance aux f-lactamines chez les staphylocoques est le résultat de deux principaux types
de mécanismes. D'une part, il existe un mécanisme de résistance extrinseque qui implique la
production d'enzymes capables d'inactiver I'antibiotique. Ces enzymes, appelées 3-lactamases,
agissent en dégradant les f-lactamines, rendant ainsi ces antibiotiques inefficaces contre la
souche bactérienne. D'autre part, il existe un mécanisme de résistance intrinséque qui repose
sur des modifications des protéines de liaison a la pénicilline (PLP) présentes a la surface des
staphylocoques. Ces modifications altérent la capacité des PLP a se lier aux B-lactamines, ce

qui réduit leur effet antibactérien (Quincampoix & Mainardi, 2001).

La résistance du Staphylococcus aureus aux antibiotiques, en particulier a la méticilline, est
surveillée a travers I'Afrique en général, et plus spécifiguement en Afrique subsaharienne. Au
niveau mondial, selon le rapport GLASS 2022, la proportion de staphylocoques résistants a la

méticilline dans les hémocultures positives a Staphylococcus aureus varie considérablement
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d'un pays a l'autre : elle est en médiane de 35 %, avec des interquartiles allant de 10 % a 50 %,
et un taux minimum de 7 %. Les données disponibles en Afrique subsaharienne sur les
staphylocoques résistants a la méticilline ne sont pas complétes, mais elles indiquent une
augmentation de la prévalence, avec des variations liées en particulier a la dispersion variable

des clones communautaires de staphylocoques résistants a la méticilline. (Da et al., 2023)
2.3- Souche pathogeéne Escherichia coli
2.3.1- Généralités

Les E. coli appartiennent a la famille des Enterobacteriacea au sein de la classe des
Gammaproteobacteria (Edwards & Ewing, 1962 ; Bettelheim, 1994). Escherichia coli est un
membre commensal du microbiote intestinal des vertébres, ainsi qu'un pathogéne opportuniste
chez les mammiferes et les oiseaux. E. coli est la bactérie aérobie prédominante du microbiote
intestinal. Chez I'homme, sa prévalence est supérieure a 90%, avec une concentration par
gramme de selles allant de 107 & 10° unités formant des colonies. Les souches d'E. coli peuvent
causer a la fois des pathologies extra intestinales (infections des voies urinaires, infections intra-
abdominales diverses, infections pulmonaires, cutanées et des tissus mous, méningites
néonatales et bactériémies) et des pathologies intestinales (diverses formes de diarrhée, y
compris le syndrome hémolytique et urémique). Ces infections peuvent étre trés courantes
(infections des voies urinaires) et associées a une morbidité élevée (insuffisance rénale dans le
syndrome hémolytique et urémique chez les enfants, séquelles neurologiques dans les
méningites néonatales) et une mortalité élevée (Liu et al, 2020 ; Denamur et al., 2021).

2.3.2- Pathogénicité

Le tableau ci-dessous présente les différents types pathogenes d'Escherichia coli et les

maladies associées, ainsi que leurs symptémes caractéristiques.

Tableau 1 Types pathogénes d’E. coli et effet (Allocati et al., 2013).

Pathotype (acronyme) Maladies Symptdmes
Enteric E.coli

Entero Pathogenic E. Diarrhée chez les enfants Diarrhée aqueuse et
coli (EPEC) vomissements
Entero Haemorrhagic E. | Colite hémorragique, syndrome | Diarrhée sanglante
coli (EHEC) hémolytique et urémique
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Entero Toxigenic E.

Diarrhée du voyageur

Diarrhée aqueuse et

coli (ETEC) vomissements

Entero Aggregative E. Diarrhée chez les enfants Diarrhée avec présence de
coli (EAEC) mucus et vomissements
Diffusely Adherent E. Diarrhée aigué chez les enfants Diarrhée aqueuse, infections
coli (DAEC) urinaires récurrentes

Entero Invasive E. coli Similaire a la shigellose Diarrhée aqueuse, dysenterie
(EIEC)

Adherent Invasive E. Associée a la maladie de Crohn | Inflammation intestinale
coli (AIEC) persistante

Extra intestinal E. coli

(EXPEC)

Uro Pathogenic E. coli
(UPEC)

Infections urinaires basses et

infections systémiques

Cystite, pyélonéphrite

Neonatal Meningitis E.

Méningite néonatale

Méningite aigué, sepsis

coli (NMEC)
Avian Pathogenic E. Source probable de maladies -
coli (APEC) d'origine alimentaire

2.3.3- Résistance aux antibiotiques

La résistance aux P-lactamines chez E. coli principalement due a la présence de genes

spécifiques. Parmi ces genes, certains, tels que blaTEM-1, sont largement répandus dans les

souches d'E. coli d'origine animale. Ils codent pour des B-lactamases a spectre étroit qui peuvent

inactiver les pénicillines et les aminopénicillines. Cependant, ces derniéres années, de nouveaux

génes codant pour des B-lactamases a spectre élargi (ESBLs) et des p-lactamases AmpC ont

émergé dans les souches d'E. coli humaines et animales. De plus, on a occasionnellement détecté

des génes codant pour des carbapénémes dans les souches d'E. coli d'origine animale. Ces

enzymes jouent un rble clé dans la résistance aux carbapénémes, une classe d'antibiotiques de

dernier recours. Ainsi, la résistance aux B-lactamines chez E. coli est multifactorielle et est

principalement attribuable a la présence de génes spécifiques, tels que les ESBLs, les AmpC et

les carbapénemes (Poirel et al., 2018).
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La résistance aux antibiotiques chez E. coli est en augmentation et elle occupe désormais la
troisiéme place dans la liste des 12 "pathogenes prioritaires"” résistants aux antibiotiques décrits
par I'OMS. E. coli comprend a la fois des clones commensaux et pathogénes. Bien que les E.
coli commensaux causent rarement des maladies, sauf chez les hotes immunodéprimés ou
lorsque les barrieres gastro-intestinales normales sont compromises, certains clones d'E. coli
sont adaptés a des niches pathogenes et provoquent un large éventail de maladies en acquérant
des attributs de virulence spécifiques (Liu et al., 2020 ; Erick et al., 2021).

2.4- Souche pathogéne Bacillus cereus
2.4.1 -Généralités

Bacillus cereus est un agent pathogéne majeur responsable d'intoxications alimentaires chez
I'nomme. lla été isolé dés 1887 (Enosi et al., 2021).

B. cereus est une bactérie a Gram positif, de forme allongée et capable de former des spores. Il
s'agit d'un organisme anaérobie facultatif. Les souches de B. cereus sont dotées de flagelles
péritriches qui leur permettent de se déplacer et/ou de sécréter des toxines. Certaines souches
possedent également une couche de glycoprotéines cristallines appelée S-layer qui recouvre leur
paroi cellulaire. Cette S-layer favorise I'adhérence de B. cereus aux cellules hotes et lui confere

une résistance accrue aux radiations gamma (Enosi et al., 2021).

Lorsqu'elles sont cultivées dans des conditions aérobies sur un agar sang de mouton a 5 % a
37°C, les colonies de B. cereus sont de couleur gris terne et opaques, avec une surface rugueuse
et enchevétrée. Les contours des colonies sont irréguliers et peuvent présenter une configuration
de migration en essaim a partir du site d'inoculation initial, probablement en raison de la motilité
en essaim de B. cereus. Les colonies de B. cereus sont entourées de zones d'hémolyse béta qui
correspondent a leur morphologie. Il peut également arriver que des colonies lisses se forment
soit seules, soit au milieu des colonies rugueuses. Lorsqu'elles sont cultivées a distance de
I'inoculum initial, les colonies lisses sont entourées d'une zone uniforme d'hémolyse béta

encadrant la colonie centrale (Bottone, 2010).

La persistance et la survie de B. cereus dans des conditions environnementales difficiles sont
assurées par la formation d'endospores et la capacité a former des biofilms. Les endospores de
B. cereus présentent une structure allongée avec un noyau entouré de membranes et de couches
protectrices. Ces spores sont metaboliqguement inactives et présentent une résistance

remarquable a la chaleur, au froid, a la dessiccation ainsi qu'aux radiations gamma et
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ultraviolettes. Cette robustesse leur permet de survivre dans des environnements hostiles jusqu'a
ce que des conditions plus favorables se présentent. De plus, les biofilms formés par B. cereus

favorisent son adhésion aux cellules épithéliales humaines. (Enosi et al., 2021).

2.4.2- Pathogénicité

B. cereus était considéré pendant pres de 80 ans comme un contaminant sans danger avant d'étre
reconnu comme un pathogéne a part entiere. Depuis les années 1960, B. cereus est connu pour
causer diverses maladies intestinales et extra intestinales. Ces manifestations cliniques
comprennent des cas de gastro-entérite, de vomissements, d'endophtalmie, d'infections des

voies respiratoires et méme d'infections similaires au gangrene gazeuse (Enosi et al., 2021).

Les souches de B. cereus peuvent présenter des variations dans leurs caractéristiques de
croissance et de survie. Elles sont généralement divisées en deux groupes : les souches
psychotropes et les souches mésophiles. Les souches psychotropes se développent
préférentiellement a des températures inférieures a 10°C, tandis que les souches mésophiles se
développent mieux a 37°C, mais peuvent également survivre a des températures plus basses
(Enosi et al., 2021).

La persistance et la survie de B. cereus dans des conditions environnementales difficiles sont
assurées par la formation d'endospores et la capacité a former des biofilms. Les endospores de
B. cereus présentent une structure allongée avec un noyau entouré de membranes et de couches
protectrices. Ces spores sont métaboliqguement inactives et présentent une résistance
remarquable a la chaleur, au froid, a la dessiccation ainsi qu'aux radiations gamma et
ultraviolettes. Cette robustesse leur permet de survivre dans des environnements hostiles jusqu'a
ce que des conditions plus favorables se présentent. De plus, les biofilms formés par B. cereus
favorisent son adhésion aux cellules épithéliales humaines (Enosi et al., 2021).

2.4.3- Reésistance aux antibiotiques

Dans une étude menée par Yu et al., en 2019, les susceptibilités aux antimicrobiens de souches
de Bacillus cereus ont été testees avec 20 antimicrobiens. La plupart des souches se sont
révélées résistantes a I'amoxicilline-clavulanate (97,6 %), a la céphalotine (86,7 %), a la
pénicilline (99,7 %), a I'ampicilline (99,7 %) et a la céfoxitine (95,6 %), qui appartiennent aux

B-lactamines, ainsi qu'a la rifampicine (83,0 %), un modificateur d'ansamycine.
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Dans la méme étude plus de 83,0 % des souches démontrent une résistance envers d'autres
antibiotiques de la famille des B-lactamines, comprenant les pénicillines (AMP, P), les
combinaisons B-lactamines/inhibiteurs de p-lactamases (AMC), les céphemes (KF, FOX) et les
ansamycines (RD). La résistance significative de B. cereus aux antimicrobiens de la classe des
B-lactamines a été largement documentée et peut étre attribuée a la production de p-lactamases
(Yuetal., 2019)

2.5- Souche pathogéne Pseudomonas aerugenosa
2.5.1 -Généralités

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif, de forme allongée et dépourvue de
spores, possédant un unique flagelle. Elle présente une apparence irisée et une odeur rappelant
celle du raisin ou de la tortilla. P. aeruginosa se développe de maniére optimale a des
températures comprises entre 25°C et 37°C, et sa capacité a croitre a 42°C permet de la
distinguer des autres espéces de Pseudomonas. Cette bactérie est largement répandue dans
I'environnement (Wu et al., 2015 ; Azam & Khan, 2019).

Pseudomonas aeruginosa est capable de produire plusieurs pigments, parmi lesquels on trouve
la pyocyanine qui lui confere une couleur bleu-vert, la pyoverdine qui est de couleur jaune-vert
et fluorescente, ainsi que la pyorubine qui présente une teinte rouge-brun (Wu et al., 2005). Elle
possede un unique flagelle polaire composé de flagelline. Ces flagelles jouent un réle crucial
dans divers processus biologiques tels que I'adhérence, la motilité et la formation de biofilms
(Wu et al., 2015 ; Azam & Khan, 2019).

2.5.2- Pathogénicité

Pseudomonas aeruginosa est fréquemment identifié comme I'agent pathogene principal dans
les cas d'infections respiratoires aigués chez les patients sous ventilation ou immunodéprimés,
ainsi que dans les infections respiratoires chroniques chez les patients atteints de fibrose
kystique (Chastre & Trouillet, 2000 ; Chastre & Fagon, 2002).

Elle est également responsable d'une mortalité élevée dans les cas de pneumonie associée a la
ventilation mécanique (VAP) (Brewer et al., 1996 ; Rello et al., 1997).

2.5.3- Résistance aux antibiotiques

Pseudomonas aeruginosa présente intrinsequement une résistance a plusieurs classes

d'antibiotiques. On a identifié divers mécanismes de résistance, tels que les pompes d'efflux
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multi-drogues (qui conférent une résistance aux céphalosporines, aux ureidopénicillines, aux
fluoroquinolones et aux aminoglycosides), les enzymes de modification des aminoglycosides,
les béta-lactamases et les modifications des sites cibles, notamment de la gyrase de I'ADN et de
la topoisomérase 1V suite a des mutations dans gyrA et parC, respectivement(Kerr & Snelling,
2009 ; Azam & Khan, 2019).

2.6- Le genre Bacillus

2.6.1- Caractéristiques générales

Le genre Bacillus a été initialement décrit par Cohn en 1872 et englobe plus de 200 espéces et
sous-espéeces décrites appartenant au phylum Firmicutes. Les caractéristiques morphologiques
des bactéries de ce genre sont typiquement celles de batonnets Gram-positifs, aérobies ou

facultativement anaérobies, et présentant une activité catalase positive (Logan & De Vos, 2009).

En raison de leur diversité de capacités physiologiques et de leur capacité a former des
endospores, les différentes especes de Bacillus démontrent une résistance remarquable aux
conditions environnementales défavorables. Elles sont présentes de maniéere ubiquitaire dans de
nombreux habitats, notamment dans le sol. Les bactéries du genre Bacillus occupent une
position prédominante en tant que composantes majeures des populations bactériennes Gram-
positives du sol et de la rhizosphére, représentant jusqu'a 95 % de ces populations (Prashar et
al., 2014). En outre, les bactéries du genre Bacillus sont largement répandues en tant que

bactéries endophytes dans divers environnements (De Silva et al., 2019).

La grande majorité des espéces de Bacillus, ainsi que les produits dérivés, sont considéres
comme sans danger pour une utilisation prévue dans l'environnement (Bhattacharyya et al.,
2016).

2.6.2-Activité antimicrobienne et applications

Les Bacillus spp. démontrent fréquemment des activités antagonistes grace a la production de
métabolites secondaires dotés de propriétés antibiotiques. Ces metabolites comprennent
principalement des peptides a faible poids moléculaire qui sont synthétisés de maniere
ribosomique (bactériocines) ou non ribosomique (lipopeptides, peptides, polykétides) (Zou et
al., 2018).

La production de bactériocines confére aux Bacillus spp. une activité antibactérienne étendue

contre un large spectre de microorganismes (Salazar et al., 2017).Effectivement, I'isolement et
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la caractérisation des bactériocines peuvent étre des outils précieux dans la lutte contre les
bactéries pathogénes. Cependant, il convient de souligner que les Bacillus spp., en particulier
ceux capables de produire des lipopeptides et des peptides synthétisés de maniere non
ribosomique, se distinguent par leur activité antimicrobienne remarquable. Ces composés
présentent une efficacité accrue, ce qui renforce leur potentiel en tant qu'agents de controle
biologique (Fira et al., 2018).

Les Bacillus spp. produisent plusieurs familles importantes de lipopeptides cycliques, parmi
lesquelles on retrouve le surfactine, l'iturine et le fengycine. Ces lipopeptides jouent un réle
significatif dans les propriétés biologiques et les activités antimicrobiennes des Bacillus. La
surfactine est connue pour ses propriétés tensioactives et sa capacité a former des biofilms. Les
iturines, quant a elles, présentent des propriétés antifongiques et antibactériennes, tandis que les
fengycines démontrent une activité contre les champignons et certaines bactéries. Ces familles
de lipopeptides cycliques représentent des cibles prometteuses pour la recherche dans le
domaine de la biotechnologie et du développement de nouveaux agents antimicrobiens (Stein,
2005).

De nombreuses études ont révélé un large effet antimicrobien des Bacillus spp. produisant des
lipopeptides (Ongena et al., 2005 ; Melo et al., 2009 ; Zalila-Kolsi et al., 2016).

L'activité antimicrobienne des Bacillus spp. peut également étre attribuée a leur capacité de
produire des enzymes hydrolytiques telles que des chitinases, des chitosanases, des glucanases,
des cellulases, des lipases et des protéases. Ces enzymes sont hautement efficaces pour
hydrolyser les composants principaux des parois cellulaires des champignons et des bactéries.
Leur action contribue ainsi a la dégradation des structures cellulaires des micro-organismes

cibles, renforgant ainsi I'efficacité antimicrobienne des Bacillus spp (Mijakovic et al., 2020).
2.7- Aspergillus oryzae

2.7.1- Description morphologique et caractéristiques générales

Les especes d'Aspergillus figurent parmi les champignons les plus répandus a I'échelle
mondiale. Elles ne sont pas tres exigeantes en ce qui concerne les conditions de croissance
abiotiques. Par exemple, elles peuvent se developper sur une large gamme de températures (de
6 a 55 °C) et dans des conditions d'humidité relativement faible (Williams & Hallsworth, 2009).

Aspergillus oryzae fait partie du groupe A. flavus (Raper& Fennell, 1965). C’est un champignon

filamenteux aérobie. Au début, la colonie est de couleur blanche, puis elle devient jaunatre-
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verte. Les stades de reproduction sexuée ne sont pas connus, mais il produit facilement des
spores asexuées (conidies) qui sont dispersées dans l'air. Les conidiophores sont hyalins et
majoritairement rugueux. Certains isolats sont principalement unisériés, tandis que d'autres sont
principalement bisériés. Les conidies sont de grande taille et ont une surface lisse a légérement
rugueuse. La température optimale de croissance se situe entre 32 et 36 °C (Barbesgaard et al.,
1992).

Les colonies d'A. oryzae ont une texture plus floconneuse et acquiérent souvent une teinte olive
ou brune en vieillissant, tandis que les colonies d'A. flavus conservent leur couleur vive jaune-
vert. La formation de spores est moins abondante et les conidies sont de grande taille (Klich &
Pitt, 1988).

A. oryzae est généralement considéré comme un champignon non pathogene (Domsch et al.,
1980).

2.7.2- Applications biotechnologiques et industrielles

Dans les régions orientales, A. oryzae est largement utilisé pour produire du koji, une
préparation enzymatique complexe utilisée dans la fabrication de la sauce soja, du miso et du
sake. En Europe, depuis le début du siécle, A. oryzae est également utilisé pour la production
d'enzymes destinées a la boulangerie et a la brasserie (Barbesgaard et al., 1992).

2.8- Fuzarium sp.

2.8.1- Description morphologique et caractéristiques générales

Fusarium est un champignon filamenteux appartenant a la classe des Ascomycetes et a la
famille des Hypocréacées (Pitt et al., 1994). Il se trouve dans le sol et est présent a I'échelle
mondiale. Certaines especes de Fusarium sont spécifiques aux zones tropicales, d'autres sont
plus répandues dans les régions tempérées, tandis que certaines se trouvent dans des zones
désertiques, alpines et arctiques caractérisées par des conditions climatiques extrémes
(Summerell et al., 1995).

La capacité des champignons du genre Fusarium a croitre sur divers substrats et a disperser

efficacement leurs spores explique leur large répartition géographique (Nelson, 1991).

En 2011, plus de 20 espéces de Fusarium étaient répertoriées dans le genre (Wang et al., 2011).
Les espéces les plus courantes comprennent Fusarium solani, F. oxysporum, F. equiseti et F.

chlamydosporum (Chimbekujwo, 2000).

13



Revue bibliographique

Les caractéristiques visibles a I'eeil nu et au microscope, telles que la couleur de la colonie, la
taille et la forme des macroconidies, le nombre, la forme et I'agencement des microconidies,
ainsi que la présence ou l'absence de chlamydospores, sont des éléments clés pour distinguer

les différentes especes de Fusarium (De Hoog et al., 2000).

Les cultures des especes de Fusarium cultivées sur gélose Sabouraud Dextrose a 25°C
produisent des colonies duveteuses, cotonneuses, plates ou étalées.(Larone, 1995 ; Mui-Yun,
2003). La couleur de la colonie vue de dessus peut étre blanche, creme, beige, saumon, cannelle,
jaune, rouge, violet, rose ou pourpre. En dessous, la couleur peut étre beige, rouge, violet fonce,

brun ou méme incolore (Nelson et al., 1994).
2.8.2- Applications biotechnologiques et industrielles

Derniérement, des études ont souligné la production d'enzymes a partir d'espéces de Fusarium
a des fins biotechnologiques. Des stratégies impliquant la conception expérimentale et
I'optimisation des paramétres du processus sont mises en place afin de maximiser l'activité
enzymatique obtenue (Yusuf et al., 2013 ; De Almeida et al., 2014 ; Soni et al., 2017).

2.9- Le figuier de Barbarie (Opuntia ficus-indica)

Le figuier de Barbarie, également connu sous le nom scientifique Opuntia ficus-indica, est une
plante succulente appartenant a la famille des cactus. Originaire du Mexique et d'autres régions
d'’Amérique centrale, cette plante a été introduite dans diverses régions du monde en raison de

ses fruits savoureux et de ses qualités ornementales.

2.9.1- Provenance et étymologie

Le genre Opuntia ficus-indica comprend plus de 360 especes d'arbustes succulents et fait partie
de la famille des cactacées (Kalegowda et al., 2016). Originaire des régions arides et semi-
arides du Mexique, cet arbuste est largement connu sous les noms de figuier de Barbarie, figuier
d'Inde ou figuier épineux (Nharingo & Moyo, 2016). Il prospére principalement dans des
régions caractérisées par des précipitations limitées, de longues périodes de sécheresse et un
fort ensoleillement. Depuis environ 6500 ans avant notre ere, les populations autochtones
utilisent cette plante qui était considérée comme I'une de leurs principales sources alimentaires
(Araba et al., 2000).

L'importance de I'Opuntia ficus-indica est si profondément enracinée dans la culture mexicaine

que depuis 1724, la ville de Mexico a inclus cette plante dans ses armoiries. Les armoiries
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présentent un aigle aux ailes déployées tenant un serpent corail vert dans son bec, reposant sur
un cactus Opuntia (figure 1). En 1822, I'empereur Iturbide, descendant Azteque, a choisi cet
embleme comme symbole de I'ensemble de I'empire mexicain. Pour les Européens et les
habitants de I'’Ancien Monde, I'histoire de I'Opuntia commence dés le retour de la premiére
expédition de Colomb en Amérique en 1492. Cependant, les premiéres tentatives d'introduction
de cette espéce en Espagne et en France n'ont pas connu beaucoup de succes (Keller et al.,
2009).

Figure 1 Armoiries du Mexique.

Les Maures ont joué un réle crucial dans I'expansion de I'Opuntia ficus-indica. Lorsqu'ils ont
été finalement expulsés d'Espagne en 1610, ils ont emporté avec eux le "figuier indien™ et I'ont
planté autour de leurs villages (Inglese et al., 2018). Ainsi, I'Opuntia a commencé a se propager

dans de nouvelles régions.

La Figure 2 montre l'aire d'origine du figuier de Barbarie, c'est-a-dire le Mexique (en vert),

ainsi que les nouvelles aires de distribution (en noir).
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Figure 2 Distribution géographique du figuier de Barbarie (Neffar, 2012).

Opuntia tire son nom du terme latin Opunitum, qui fait référence a une ancienne ville de la
Grece. Dans ses commentaires, Matthiolli mentionne de maniere vague une plante appelée
Opuntia par Pline. 1l décrit ses feuilles comme étant beaucoup plus larges et épaisses que celles
de I'Aloés. Selon lui, il suffit de planter une seule feuille de cette plante pour qu'elle prenne
racine et se développe parfaitement, tout comme si I'on avait planté la plante entiere. Ce qui
rend cette plante remarquable est qu'elle produit, en son temps, un fruit similaire aux figues,
souvent appelées "Figues d'Inde", et I'herbe elle-méme est communément appelée "figuier
d'Inde" (Keller et al., 2009).

Le nom mexicain Nopal provient du mot Nochtli en Nahuatl, la langue classique des Aztéques.
Sur le plan scientifique, il est appelé Opuntia, dérivé du latin Opuntius d'Oponte, faisant
référence aux plantes grasses a rameaux épineux en forme de raquette, tout comme le figuier de
Barbarie. Selon les régions, cette plante peut étre désignée par différents noms. En Espagne,
outre Nopal et Nopallitos, elle est familierement appelée Nopalcito, Tuna, Ensada, Higos de
pala ou Higos de Mauro. En Andalousie, elle est connue sous les noms de Chumbera ou
HigueraChumbra. Dans les pays francophones du bassin méditerranéen, ou elle est tres

populaire, I'Opuntia est surnommé Cardasse, Chardon d'Afrique, Cactus raquette, Figuier a
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raquette, raquette ou figuier de Barbarie (Schweizer, 1997). Elle a également recu d'autres noms
tels que figuier des Indes, figuier du désert, semelle du pape et figuier d'Espagne. En anglais,
on l'appelle pricklypear (Halmi, 2015). Parmi les autres noms utilisés, on trouve Oponce et
Figue des chrétiens (Felice, 2004). Dans le livre de Léon de Rosny (1837-1914) sur I'OFI au
Maghreb, la figue de Barbarie a été désignée par de nouveaux noms donnés par les indigénes,
tels que : El hindi, Karmouss n'ssara, Karmouss n‘ougham (OFI épineux) et le nom arabe
Etinchawki (S sl o).

2.9.2- Apercu botanique de la plante

Les Opuntia sont les représentants les plus populaires de la famille des Cactacées, largement
présents dans les bandes dessinées dépeignant des paysages désertiques. Ces plantes suscitent
un grand intérét parmi les botanistes avertis en raison de leur anatomie particuliére.
Contrairement aux apparences, les fameuses "raquettes” que I'on observe sur les Opuntia ne
sont pas de véritables feuilles, mais des tiges chlorophylliennes aplaties appelées cladodes. De
plus, ces cladodes sont généralement couverts de petites épines ou sétules, implantées dans des

aréoles ou des glochides (Keller et al., 2009) (figure 3).

Figure 3 Des raquette du figuier de Barbarie dans la région de
Tafrant, Djbel EI Ouahch, Constantine.

Les fleurs du figuier de barbarie (figure 4) émergent principalement sur les jeunes cladodes,
mais elles ont tendance a avorter par la suite. Leur teinte initiale est jaune ou orange, mais a
mesure que la plante vieillit, elles virent au rougeéatre, annongant ainsi l'approche de la

sénescence. (Habibi, 2004) a observé ce phénomene de coloration chez ces fleurs. Les fruits
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produits par les Opuntia, également connus sous le nom de figues de Barbarie, sont de grosses

baies charnues, comestibles et également pourvues d'aréoles a épines trés courtes (Keller et al.,

2009).

Figure 4 Présentation des différentes parties du figuier de Barbarie :
fleur (A), le fruit (B) (Oumaya, 2012).

2.9.3- Classification taxonomique

La classification systématique du figuier de barbarie, selon (Wallace et al., 1997), est la

suivante :

Reégne : Plantae

Sous-régne : Trachéobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Caryophyllidae
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Caryophyllidae
Ordre : Opuntiales

Famille : Cactaceae

Sous-famille : Opuntioideae

Tribu : Opuntieae

Genre : Opuntia
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Sous-genre : Platyopuntia
Espéce : Opuntia ficus-indica (L.)
Sous-espece : Opuntia spp.
2.9.4- Composition chimique

La chimie de la figue de barbarie, également connue sous le nom scientifique d'Opuntia ficus-
indica, est un domaine d'étude fascinant qui explore les composés chimiques présents dans ce

cactus emblématique.

2.9.4.1- Chimie des cladodes

Les cladodes, qui constituent plus de 50% des molécules présentes dans les Opuntia,
contiennent principalement des polysaccharides de haut poids moléculaire. Ces polysaccharides

sont connus pour leurs propriétés antidiabétiques (Capasso et al., 2003).

En ce qui concerne la composition minérale des raquettes d'Opuntia, elles sont réputées pour
leur richesse en calcium et en oxalates, ainsi qu'en mucilage, qui est un type de polysaccharide
présent en grande quantité. On peut trouver jusqu'a 70 types différents de polysaccharides dans
les raquettes, et leur structure chimique peut étre trés complexe. Ce type de polysaccharide est

également retrouvé dans d'autres plantes supérieures.

Globalement, les tissus des Opuntia ont une faible teneur en protéines et en phosphore, mais ils
sont moyennement riches en énergie et trés riches en eau (85-90%) et en vitamine A. Les
raquettes présentent une faible teneur en matiéres azotées totales, en paroi totale, en

lignocellulose et en lignine.

La fraction principale du mucilage du figuier de barbarie est constituée d'un polysaccharide
neutre, et les analyses de sucres montrent une prédominance de D-galactose, de D-xylose, de
L-arabinose, de L-rhamnose et d'acide D-galacturonique. Ce polysaccharide a la capacité
d'absorber de grandes quantités d'eau ou de solvants, se dispersant pour former des colloides

visqueux ou gelatineux (Oumaya, 2012).

Les lipides sont également présents en quantité significative dans les cladodes d'Opuntia,
notamment les stérols et les acides gras oméga-3. Comme de nombreux végétaux, les cladodes

sont riches en flavonoides et autres polyphénols (Keller et al., 2009).
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Les teneurs en eau des cladodes frais varient généralement de 80 % a 90 % (Benattia, 2017). La
Figure 5 présente une coupe transversale du cladode, mettant en évidence sa structure interne.
On peut observer que I'épiderme des cladodes se compose de deux couches distinctes : le
chlorenchyme et une couche interne formée par un cylindre de globules blancs appelé

parenchyme. Ces deux couches jouent un role crucial dans le stockage de I'eau.

Le chlorenchyme et le parenchyme renferment des cellules mucilagineuses qui sont
responsables du stockage du mucilage. Il est important de noter que ces cellules mucilagineuses

sont plus abondantes dans le parenchyme par rapport au chlorenchyme (Sepulveda et al., 2007).

Cette organisation anatomique spécifique des cladodes permet a la plante de stocker
efficacement I'eau, ce qui lui confére une résistance accrue a des conditions environnementales
arides. Le mucilage stocké dans les cellules mucilagineuses joue également un réle dans la

rétention de I'eau et peut contribuer a la protection contre la déshydratation.

hypoderme collenchymateux
libar primaire

epligerme

cuticute

cellules pole ligneux

a mucilage —_ en partie résorbé|

parenchyme

oxalate = o
de calcium ‘ asll s "B

Figure 5 Schéma d’une coupe transversale de la raquette d’Opuntia (Schweizer, 1997).

2.9.4.2- Chimie des fruits

La pulpe des figues se distingue des graines et de la peau par sa teneur significativement plus
faible en protéines et en fibres, mais plus élevée en glucides. Cependant, elle compense cette
différence en étant une source précieuse de vitamines C et E, ainsi que de béta-carotenes, tous
dotés de propriétés antioxydantes prononceées. De plus, la pulpe des figues est riche en pectines,
représentant environ 70% de sa composition. Il convient également de noter que les matiéres
colorantes présentes dans les figues, appartenant aux groupes des bétacyanines et des xanthines,

possédent également des propriétés antioxydantes (Keller et al., 2009).
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2.9.4.3- Chimie des fleurs

La chimie des fleurs est bien plus complexe qu'il n'y parait, avec une multitude de composés
qui leur conférent leurs couleurs et leurs propriétés uniques. Parmi ces composés, on retrouve
notamment les polyphénols, qui sont des molécules présentes dans de nombreuses plantes, y
compris les fleurs. lls jouent un rdle important dans la protection des plantes contre les
dommages causés par les rayons ultraviolets du soleil et les attaques de pathogeénes. Les
mucilages sont également présents dans les fleurs et d'autres parties des plantes, et ce sont des
substances visqueuses. Ils agissent comme des agents hydratants et émollients, aidant les fleurs
a retenir I'eau et a maintenir leur structure et leur souplesse. Les pigments de la famille des
bétalaines sont responsables de la palette colorée des fleurs. Ces pigments se trouvent
principalement dans les plantes a fleurs rouges, violettes et jaunes. Ils sont souvent utilisés
comme indicateurs de pH dans les laboratoires, car leur couleur peut varier en fonction de

I'acidité ou de I'alcalinité de I'environnement (Keller et al., 2009)

2.9.5- Importance et domaines d’application

Le figuier de Barbarie est un cactus d'une grande importance a I'échelle mondiale, se
démarquant comme I'une des espéces de cactus les plus significatives. Il est apprécié pour sa
polyvalence et ses multiples utilisations.

2.9.5.1- Importance économique

La culture du figuier de Barbarie présente de nombreux avantages économiques. Tout d'abord,
la plante ne demande pas de pratiques culturales spécialisées, ce qui réduit les colts de
production. En effet, elle ne nécessite ni d'apport de fertilisants ni de traitements antiparasitaires,

ce qui permet de diminuer les dépenses liées a ces intrants.

De plus, le figuier de Barbarie est une plante résistante a la sécheresse. Elle ne requiert donc
pas de sources importantes en eau pour sa culture. Cette caractéristique est particulierement
avantageuse dans les régions arides ou soumises a une pénurie d'eau, ou d'autres cultures

seraient plus difficiles a entretenir.

En termes de colts énergétiques, le cactus présente également des avantages. Les études

réalisées par (Barbera et al., 1995) ainsi que (Pimienta-Barrios & Munoz 1995) ont montré que
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la culture du figuier de Barbarie nécessite peu d'énergie, notamment lors de I'implantation dans

des zones spécialisées.

2.9.5.2- Usages alimentaires

Les figuiers de Barbarie sont largement consommeés dans de hombreux pays, que ce soit en
Amérique, en Afrique ou au Moyen-Orient. Les fruits peuvent étre consommeés frais pendant la
saison des recoltes, ou séchés puis réhydratés tout au long de I'année. Ils constituent également
la base de nombreux produits alimentaires tels que les jus de fruits, les confitures, les yaourts,

les glaces.

Les raquettes du figuier de Barbarie peuvent étre consommeées crues, cuites ou confites. Elles
peuvent étre utilisées dans la préparation de pickles, de chutneys, de sauces et de confiseries

variées.

Les graines du figuier de Barbarie fournissent une huile riche en acides gras polyinsaturés, en
tocophérols et en stérols. La richesse en eau des raquettes et des fruits en fait également une

plante fourragére bien adaptée aux régions semi-arides.

De plus, la plante elle-méme est parasitée par des cochenilles qui produisent un colorant rouge,

connu sous le nom de carmin (Keller et al., 2009).
2.9.5.3- Usages médicinaux traditionnels

Le nopal, également connu sous le nom de figuier de Barbarie, possede une longue histoire en
tant que plante médicinale. Il était largement utilisé dans I'ancienne pharmacopée aztéque, ou
toutes les connaissances que nous avons aujourd'hui sur cette plante étaient déja consignees.
Les Azteques connaissaient et appréciaient les propriétés médicinales du nopal, I'utilisant pour
traiter diverses affections. De plus, dans tous les pays ou le figuier de Barbarie s'est implanté,

ses précieuses vertus médicinales lui ont été reconnues (Keller et al., 2009).

Dans les campagnes marocaines, les raquettes d'Opuntia sont utilisées a des fins medicinales.
Elles sont frottées pour éliminer les épines, puis ouvertes en deux tranches. Appliquées avec la
face interne contre la peau, elles agissent comme un cataplasme anti-inflammatoire et émollient.
Les raquettes sont utilisées pour soulager diverses affections telles que les contusions
douloureuses, les bleus, les hématomes, les plaques eczémateuses, I'arthrose et les rhumatismes.
Pour une application ciblée, les raquettes peuvent également étre hachées et appliquées sur les

zones a traiter, en les maintenant en place avec de la charpie. Les raquettes d'Opuntia sont
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considérées comme une plante essentielle pour les nomades du Sahara, tout comme l'aloe vera,
et sont utilisées pour les premiers soins. En plus de ses effets sur la peau, I'Opuntia présente des
propriétés bénéfiques pour le systéme digestif. Au Maroc, les fruits de I'Opuntia sont connus
pour soulager les coliques et les diarrhées, mais une consommation excessive peut entrainer une
constipation persistante. La décoction de fleurs d'Opuntia est utilisée comme traitement anti-
diarrhéique et contre la dysenterie. Elle est également recommandée pour le traitement des
hémorroides. En ce qui concerne l'appareil urinaire et la prostate, la décoction des fleurs
d'Opuntia est utilisée comme diurétique au Maroc. En Sicile, le thé a base de fleurs d'Opuntia
est utilisé pour soulager les douleurs rénales, tandis qu'au Mexique, les fleurs séchées sont
utilisées comme reméde contre les troubles de la prostate. Dans tout le Maghreb, les infusions
de boutons floraux séchés mélangeés a des grains d'orge et de mais sont parfois utilisées comme

remede pour traiter la gonorrhée (Keller et al., 2009).

2.10- Remth (Haloxylon scoparium)

Remth (Haloxylon scoparium), est une plante fascinante qui prospéere dans les régions arides et
désertiques. Cette espece végeétale est réputée pour sa capacité a résister aux conditions extrémes

et a jouer un role vital dans I'écosysteme fragile des zones désertiques.

2.10.1- Provenance et étymologie

La famille des Chénopodiacées, qui compte plus de 1300 especes réparties dans 120 genres, est
présente dans le monde entier, en particulier dans les zones désertiques et semi-désertiques ou
les sols sont riches en sel (Gong et al., 2015). Parmi ces genres, on retrouve le genre Haloxylon,

qui comprend environ 25 espéeces.

Haloxylon scoparium est réparti dans les régions méditerranéennes telles que le sud-est de
I'Espagne, I'Afrique du Nord et le Moyen-Orient. Cette plante est largement répandue dans la
steppe algérienne caractéristique de I'Atlas saharien de I'Algérie occidentale (Boucherit et al.,
2018). Dans les régions arides et semi-arides, la plante est trés répandue, notamment dans tout
le Sahara septentrional jusqu'au Tademait. Elle s'adapte parfaitement aux conditions climatiques
extrémes de ces régions, caractérisées par des précipitations limitées et des températures
élevées. Elle est aussi connue pour sa capacité a résister a la sécheresse et a survivre dans des

environnements arides.

L'Haloxylon scoparium, également connu sous différents noms selon les régions, est appelé

Bunge et Saligne a balai en francais. En arabe, il est appelé Remt, Rimth ou Remth
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(Mohammedi, 2013). Ces diverses dénominations reflétent les variations linguistiques et
culturelles dans lesquelles cette plante est présente.

2.10.2- Apercu botanique de la plante

Selon (Boucherit et al., 2018), le buisson mesure environ 80 cm de hauteur avec un diamétre de
10 cm. 1l présente des rameaux cylindriques et charnus, articulés et dressés, qui sont tres
nombreux et dépourvus de feuilles distinctes. (Mohammedi, 2013) et (Boucherit et al., 2018)
mentionnent que les feuilles de cette plante sont trés petites, opposées en triangle et soudées par
paire les unes aux autres, formant une enveloppe autour des rameaux qui leur donne un aspect

articulé (figure 6).

g

Figure 6 Haloxylon scoparium (Lamchouri F et al., 2012)

W5

Les tiges de cette plante sont décrites comme gréles et trés nombreuses, et elles prennent une
teinte noire en séchant (Zerriouh, 2015). (Boucherit et al., 2018) ajoutent que ces tiges sont

ligneuses a la base et se renouvellent partiellement au cours de I'année.

En ce qui concerne les caractéristiques florales, cette plante présente des épis floraux courts et
des fruits a ailes vivement colorées, souvent roses ou rouges (Zerriouh, 2015). Les fleurs quant

a elles sont solitaires et regroupées au sommet des rameaux.

Enfin, (Boucherit et al., 2018) soulignent que le systeme racinaire de cette plante est a la fois
vertical et horizontal, ce qui lui permet de se fixer dans le sol et de se protéger de I'érosion.

2.10.3- Classification taxonomique

Régne : Plantae.
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Sous-régne : Tracheobionta,
Embranchement : Spermatophytes.
Sous Embranchement : Angiospermes.
Division : Magnoliophyta.

Classe : Magnoliopsida.

Sous-classe : Caryophyllidae.

Ordre : Caryophyllales.

Famille : Amaranthaceae.

Genre : Haloxylon.

Espéce : HaloxylonscopariumPomel.

2.10.4- Composition chimique

Les espéces Haloxylon renferment une richesse de composés chimiques, notamment des stérols,
des glycosides flavonoides et des pyranones, ainsi que des huiles volatiles (Li et al., 2010).
L'espece Haloxylon scoparium, présente en Algérie, est connue pour contenir divers composés
phytochimiques bénéfiques pour la santé. Parmi ces composes, on trouve des polyphénols, des

saponosides, ainsi que des alcaloides et des dihydroisocoumarines. (Mohammedi, 2013).

Plus précisément, les alcaloides constituent une composante importante de Haloxylon
scoparium. Les alcaloides majoritaires de cette plante appartiennent au type
tétrahydroisoquinoline, tels que la cargenine et la N-méthylisosalsoline. Ces alcaloides sont
présents en quantités significatives dans I'espece algérienne de Haloxylon scoparium.

En plus des alcaloides majeurs, on trouve également des alcaloides minoritaires tels que
I'isosalsoline, la salsolidine, I'isosalsolidine, la déhydrosalsolidine, la tryptamine et la N-
méthyltryptamine dans cette plante. Bien que présents en quantités moindres, ces alcaloides
contribuent également aux propriétés bioactives de Haloxylon scoparium. (Kharchoufa et al.,
2020).
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Par ailleurs, une autre analyse de I'extrait enrichi en flavonoides de Haloxylon scoparium a
révélé la présence d'isorhamnétine-xylose-galactose, de quercétine-xylose-rhamnose-galactose

et de quercétine-glucose-rhamnose (rutine) (Bourogaa et al., 2011).
2.10.5- Activite biologique

Haloxylon scoparium est une espece halophyte qui a acquis une capacité unique de survivre et
de s'épanouir dans des environnements extrémement hostiles. Cette plante est capable de croitre
dans des conditions caractérisées par une haute salinité et une haute température, ce qui en fait
une espéce adaptée aux zones arides et aux sols salins. Les stress abiotiques auxquels Haloxylon
scoparium est exposé, tels que la salinité élevée et la température élevée, déclenchent des
mécanismes de défense dans la plante. Ces mécanismes de défense conduisent a la synthése de
molécules bioactives spécifiques qui aident la plante a résister aux conditions extrémes de son
environnement. La richesse de Haloxylon scoparium en molécules bioactives en fait une source
naturelle précieuse pour la decouverte de nouveaux médicaments. Ces molécules bioactives ont
démontré un large éventail d'activités biologiques intéressantes, telles que des propriétés
antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antioxydantes et anticancéreuses. Elles sont étudiées
pour leur potentiel thérapeutique et leur utilisation dans le développement de médicaments

innovants (Tair, 2017).
2.10.6- Usages médicinaux traditionnels propriétés pharmacologiques

Haloxylon scoparium, également connue sous le nom de "Remth" en Algérie et en Tunisie, est
une plante utilisée depuis longtemps dans la phytothérapie traditionnelle de ces pays d'Afrique
du Nord. Elle est réputée pour ses propriétés médicinales et est employée pour traiter diverses

affections.

Dans le domaine de la phytothérapie, Haloxylon scoparium est souvent utilisée pour le
traitement des maladies oculaires, telles que les infections et les inflammations oculaires. Elle
est également employée pour traiter les maladies de la peau, notamment I'eczéma et le psoriasis.
Des études ont également suggéré son efficacité dans le traitement du diabéte sucré, en aidant

a réguler les niveaux de sucre dans le sang (Allali et al., 2008).

En outre, Haloxylon scoparium est également considérée comme bénéfique dans la lutte contre
I'nypertension artérielle. Ses extraits ont démontré des propriétés hypotensives, contribuant
ainsi a réduire la pression artérielle élevée. Des recherches supplémentaires sont nécessaires

pour mieux comprendre les mécanismes d'action impliqués (Eddouks et al., 2002).
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Cette plante est également étudiée pour son potentiel dans le traitement du cancer, des hépatites,
des inflammations et de I'obésité. Les résultats préliminaires suggérent que certains composés
présents dans Haloxylon scoparium pourraient avoir des effets anticancereux, hépato
protecteurs, anti-inflammatoires et anti-obésité. Cependant, davantage d'études cliniques sont
nécessaires pour confirmer ces effets et déterminer les doses optimales (Allali et al., 2008 ;
Eddouks et al., 2002).
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3- Matériel et méthodes

Le présent travail porte sur I’isolement de microorganismes (endophytes et rhizosphérique) de
differents écosystémes algériens développant une activité antibactérienne et la mise en évidence
de la capacité de ces isolats a produire des enzymes en 1’occurrence : la protéase ; I’amylase et
la lipase, ainsi que la tolérance des isolats sélectionnés a différentes températures.

Les souches bactériennes pathogenes utilisées dans ce travail sont fournies par le laboratoire de
Mycologie, Biotechnologie et de 1’ Activité Microbienne « LaMyBAM », Faculté des Sciences

de la Nature et de la Vie, Université Freres Mentouri Constantine 1.

3.1- Agents Pathogénes

Quatre souches bactériennes ont été utilisées a savoir : deux souches Gram + (Staphylococcus
aureus et Bacillus cereus) et deux souches Gram - (Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa). En effet, Pour chaque bactérie, une culture a été effectuée dans un milieu gélosé
GN. Les bacteries ont été incubees a une température de 30°C pendant 24 heures pour permettre
leur croissance. Apreés l'incubation, les cultures bactériennes ont été examinées pour s'assurer
qu'elles étaient pures et qu'elles correspondaient aux critéres de sélection. Ces criteres
comprenaient la taille et la forme de colonies bactériennes. Ces échantillons ont ensuite été
utilisés pour réaliser des tests antibactériens.

3.2- Agents Antagonistes

Les agents antagonistes ont été isolés de deux plantes et de leur rhizosphére a savoir : une
plantule médicinale Remtha (Haloxylon scoparium) et une plante de figuier de barbarie

(Opuntia ficus-indica).
3.2.1- Echantillonnage

Les échantillons de figuier de Barbarie ont été collectés le 23 mars 2023 a partir de Tafrant de
la région de Djebel El Ouahch )uis sl dis i 35 de Constantine (figure 7 et 8) d’une maniére

rigoureuse et conforme aux normes professionnelles.
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Figure 8 Localisation géographique de la région de Tafrant située a Djebel EI Ouahch de

Constantine.
Pour garantir I'intégrité des échantillons, un cladode sain et propre ainsi que des fruits sains ont

été soigneusement sélectionnés et coupés. lls ont ensuite été préservés individuellement dans

des sachets spécifiquement concus a cet effet.
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En ce qui concerne les échantillons du sol rhizosphérique, ils ont été prélevés avec des spatules
stériles a une distance de 15 cm de la base de la tige des plantes afin de garantir I'inclusion des

racines (figure 9).

Les racines, en contact direct avec le sol, ont été coupées en conservant le sol qui y adhérait
(S&nchez et al., 2023). Ce sol a été soigneusement transféré dans des pots en verre stériles,
tandis que les racines elles-mémes ont été préservées individuellement dans des sacs de

congélation stériles.

Figure 9 sites d’échantillonnages : sol de la rhizosphére d’une plante de figuier de
barbarie de la région de Tafrant de Djebel EI Ouahch ) issll Jdis & 85( de

Constantine.

30



Matériel et Méthodes

Les échantillons de plantule de Remtha (Haloxylon scoparium) ont été prélevés le 6 avril 2023
a partir de la région de Lahmar de Béchar, situe a la limite nord-ouest du Sahara algérien (figure
10 et 11).

Figure 10 larégion de Lahmar, située & Béchar, Sahara
algerien.
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Figure 11 Localisation géographique de Lahmar,
située a Béchar, Sahara algérien.
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Des échantillons du sol de la rhizosphére ont été prélevés a une profondeur de 15 cm ainsi des
échantillons de (feuilles et tiges, figure 11) ont été placés dans des sacs de congélation stériles,
tandis que les échantillons de sol ont été déposés dans des bocaux en verre stériles (Zuo et al.,
2020).

......

L NS

Figure 12 sites d’échantillonnages : une plantule de

Remtha (Haloxylon scoparium) de la région de Lahmar.

3.2.2- Isolement de microorganismes a partir de figuier de Barbarie (Opuntia ficus-indica)

La méthode d'isolement est utilisée pour séparer et identifier les microorganismes d'un
échantillon donné. De ce fait, I'isolement de microorganismes endophytes a été effectué a partir
de différentes parties de plante de figuier de Barbarie en 1’occurrence : racine, cladode (tige

aplatie de la plante) et fruit.

Le processus d'isolement scientifique a partir de figues de barbarie comprend plusieurs étapes
cruciales. Tout d'abord, il est essentiel de préparer I'échantillon de maniére aseptique. Trois
racines saines et épaisses ont été coupées en été et lavées avec de I'eau du robinet afin d'éliminer
les particules de sol (Angélique et al., 2021). En ce qui concerne le cladode et le fruit, trois
petits fragments ont été prélevés de différentes parties de leur surface, sous la forme de petits
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carrés, a l'aide d'un instrument stérile prealablement trempé dans I'éthanol et stérilisé par
flambage. Toutes les racines prélevées ainsi que les fragments de fruit et de cladode ont été
immergés dans de I'éthanol a 70% (annexe 2) pendant 30 secondes, puis dans I'eau distillée, et
enfin séchés sur du papier filtre stérile. Les échantillons ont été déposes dans des boites de Petri
contenant un milieu de culture PDA (annexe 1). Les boites ont été incubées a une température
de 30°C pendant une période de 5 jours. A la fin de cette période d'incubation, une inspection
des boites de Petri a été réalisée afin de détecter toute présence de colonies de moisissures sur
les différents échantillons. Les colonies de moisissures sont identifiables par I'apparition de
taches colorées sur le milieu de culture. Par la suite, une procédure de purification répétée a été
exécutée sur chaque culture fongique obtenue, permettant ainsi d'obtenir une culture pure
(Nacef et al., 2022).

La méthode de dilution décimale est une technique courante utilisée en microbiologie pour
déterminer la concentration de bactéries dans un échantillon donné. En effet, cette méthode a

été utilisée pour obtenir les microorganismes de la zone de la rhizosphére.

Dans cette expérience, 1g du sol a été dissous dans 9mL d'eau physiologique pour former une
solution mere. Par la suite, ImL de la solution mére a été prélevé et ajouté a 9mL d'eau
physiologique (annexe 2) pour obtenir une solution fille de dilution 101. De méme, 1mL de la
solution fille a été ajouté & 9mL d'eau physiologique pour obtenir une dilution de 102 Ce

processus a été répété jusqu' a I’obtention d’une dilution de 10™.

Les dilutions obtenues ont ensuite été ensemencées sur des boites contenant un milieu gélosé
nutritif (GN) afin de favoriser la croissance des bactéries. Les boites ont ensuite été incubées a
une température de 30°C pendant 48 heures (Gerhardt, 1994).

3.2.3- Isolement de microorganismes a partir de plantule de Remtha (Haloxylon

scoparium)

Trois parties de la plante, a savoir : feuilles ; tige et racines, ont été prélevées et manipulées de

maniere aseptique.

Tout d'abord, les instruments utilisés ont été stérilisés en les trempant dans de I'éthanol et en les
passant a la flamme. Les fragments de racines, de feuilles et de tige ont été soigneusement
coupés a l'aide d'instruments stériles. Pour minimiser la contamination, les échantillons ont été
immergés dans de I'éthanol a 70% suivi d'un ringage a I'eau distillée. Ensuite, ils ont été sechés

sur du papier filtre stérile pour éliminer I'excés de liquide.

33



Matériel et Méthodes

Une fois les échantillons sécheés, ils ont été placés en culture sur des boites de Pétri contenant
un milieu de gélose nutritif approprié. Les boites ont été hermétiquement scellées pour
empécher toute contamination extérieure. Les échantillons ont été incubés a une température
optimale de 30°C pendant une période de 3 a 7 jours, favorisant ainsi la croissance spécifique
des endophytes (Nacef et al., 2022).

La méme méthode de dilution décimale utilisée pour obtenir les microorganismes de la zone de
la rhizosphere d'Opuntia ficus-indica a été utilisée pour isoler des micro-organismes a partir du
sol de la zone de larhizosphére de la plante de Remtha (Haloxylon scoparium). Chaque dilution
a été ensemencee dans une boite contenant un milieu GN et incubée a une temperature de 30°C
pendant 48 heures (Gerhardt, 1994).

3.2.4- Test d'antagonisme et sélection de microorganismes possédant une activité

antibactérienne

Le test antagoniste a été employé afin d'évaluer I'activité inhibitrice de microorganismes
obtenus sur la croissance de bactéries pathogeénes telles que S. aureus, B. cereus, E. coli et P.
aeruginosa. Pour ce faire, des boites de Pétri ont été remplies avec du milieu Mueller Hinton,
et des suspensions de chaque bactérie pathogéne ont été préparées. Par la suite, en utilisant un
écouvillon stérile pour ensemencées chaque bactérie pathogene. Des disques de 5 mm de
diamétre contenant des colonies bactériennes et fongiques réactivées respectivement sur gélose
nutritive (GN) et gélose de pomme de terre-dextrose-agar (PDA) ont été placés dans les boites
(chague emplacement dans les boites a été marqué). Les boites de Pétri ont ensuite été incubées
a une température de 30°C pendant une période de 24 a 48 heures. La présence d'une zone
d'inhibition vide autour des disques aprées l'incubation indiquerait un effet inhibiteur sur la
croissance de la bactérie pathogene. Afin d'évaluer cet effet, les diamétres des zones d'inhibition
ont été mesurés en centimeétres (Errakhi et al., 2007). Les microorganismes dotés d'un effet

antibactérien évident contre les bactéries pathogenes ont été considérés pour I’identification.
3.2.5- Identification de microorganismes antagonistes

Les cultures ayant démontré des effets inhibiteurs contre les bactéries pathogenes ont été
réactivées dans le but de procéder a leur identification. Pour ce faire, différentes méthodes ont
été employées afin d'assurer une identification précise des bactéries et des moisissures a savoir :
L'observation macroscopique et microscopique ; test de sporulation concernant les bactéries ;

tests biochimiques.
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3.2.5.1- Observation macroscopique

L'observation macroscopiqgue est une methode simple et rapide pour évaluer les caracteristiques

visibles de chaque micro-organisme cultivé dans une boite de Pétri.

v" Isolats bactériens

Une étude a eté réalisée afin d'analyser les caractéristiques des bactéries, notamment leur forme,

leur texture, leur couleur, leur marge, leur élévation et leur opacité (Tassadaq et al., 2013).

v' Isolats fongiques

En ce qui concerne les moisissures, plusieurs caractéristiques ont été observées, révélant une
diversité de couleurs des colonies fongiques, allant du blanc, jaune, vert, violet au brun. Par
ailleurs, la texture des colonies peut varier, allant du duveteux, poudreux, crémeux, visqueux
au cotonneux. En outre, la taille et la forme des colonies peuvent fournir des informations

cruciales pour I'identification des especes fongiques (Pitt & Hocking, 2009).
3.2.5.2- Observation microscopique

v"Isolats bactériens

Cette étude a été réalisée en utilisant les étapes, en ’occurrence : a 1’état frais et par coloration

de Gram, en considérant la taille, la forme et I’arrangement des cellules et le type de paroi.

- Observation a I’état frais
Cette technique permet 1’observation des colonies vivantes et la détermination de leur
morphologie. La méthode consiste a déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une
lame en verre propre, puis a I’aide d’une anse de platine stérile, un prélevement a partir de
jeunes colonies de 24 heures a 48 heures a été effectué, la colonie a identifier est apporté et
dissocié dans la goutte d’eau physiologique, ensuite, recouverte par une lamelle (déposer
délicatement la lamelle pour éviter la formation de bulles d’air). L’observation a été réalisée au

microscope optique a 1’objectif (X40).

- Coloration différentielle (Gram)

La coloration différentielle est une technique de coloration bactérienne utilisee pour observer

la forme et le mode de regroupement des bactéries ainsi que pour différencier les bactéries a
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paroi cellulaire Gram+ et Gram-. Cette méthode utilise une série de colorants qui se lient
differemment aux différentes structures de la bactérie. La coloration de Gram est I'exemple le
plus courant de coloration différentielle. Cette technique implique l'utilisation de cristal violet,
d'iode de Lugol, d'alcool éthylique et de fuchsine (annexe 2).

La préparation des échantillons a été réalisée en suivant les étapes suivantes. Tout d'abord, les
échantillons contenant les bactéries a étudier ont été préparés sur des lames en verre propres et
stériles. Ensuite, le cristal violet oxalaté a été appliqué pour colorer la paroi de toutes les
bactéries en violet. Les lames ont été soigneusement recouvertes de cristal violet et on a attendu
3 minutes. Par la suite, le lugol est un fixateur, et ce a été utilisé pour fixer le violet dans la paroi
bactérienne. Les lames ont été recouvertes de lugol afin d'assurer une fixation adéquate. Pour
différencier les bactéries Gram négatif de bactéries Gram positif, une décoloration a I'alcool
acétone a été effectuée. L'alcool a permis de décolorer les bactéries ayant une membrane
perméable a l'alcool, entrainant ainsi la perte de la coloration violette chez les bactéries Gram
négatif. Ensuite, pour colorer les bactéries qui ont été décolorées par lI'alcool acétone, la fuschine
a été utilisée. Les bactéries Gram négatif ont été colorées en rose grace a la fuschine, tandis que
les bactéries Gram positif ont conservé leur coloration violette d'origine. Enfin, les lames
colorées ont été observées au microscope pour examiner la morphologie des bactéries (Astier-
Théfenne et al., 2014).

v lIsolat fongique

L’identification des isolats fongiques a permis de détecter plusieurs caracteres tels que la
structure du mycélium (cloisonnement), du type du conidiospores, de la forme de conidies et

couleur ... etc.
- Coloration simple

Pour I'observation des moisissures sous microscope, une coloration simple avec du bleu de

coton a été réalisée.

Une lame de microscope propre et séche a été préparée. Ensuite, Un petit échantillon de
moisissure a été placé sur la lame. Apres, quelques gouttes de bleu de coton ont été ajoutées sur
I'échantillon, en veillant a le recouvrir uniformément. Puis, une pince fine a été utilisée pour
étaler délicatement I'échantillon dans le bleu de coton. Enfin, une lamelle en verre a été placée
sur le dessus de I'échantillon, en veillant & ce qu'elle soit bien alignée avec une légeére pression

a été appliquee pour ecraser I'échantillon et étaler les structures fongiques. Tout exces de bleu
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de coton autour de la lame a été essuyé délicatement. La lame a été examinée au microscope a
GX40 et GX100 pour observer les structures fongiques (Barnett & Hunter, 1998).

3.2.5.3- Tests biochimiques

Pour compléter 1’identification morphologique, nous avons déterminé 1’activité biochimique

des isolats bactériens obtenus.
v" Test sur milieu mannitol

Ce milieu de culture utilisé pour étudier la fermentation du mannitol ainsi que la mobilité de
souches bactériennes. La faible concentration d'agar dans le milieu (gélose semi-molle) favorise

le déplacement des bactéries mobiles autour de la piqure centrale.

Ce test a été effectué par I’ensemencement du milieu mannitol par piqure centrale. L'incubation
a éte réalisée a une température de 37°C pendant une durée de 24 heures. Les résultats ont été

estimés grace a la présence d'un indicateur de pH, le rouge de phénol (Koua et al., 2018).
v’ Test de sporulation

Des suspensions de cultures bactériennes ayant un effet antagoniste ont été préparées dans des
tubes d'eau physiologique stérile contenant du NaCl a une concentration de 9%o. Aprés une
agitation de 10 minutes, les tubes ont été soumis a un choc thermique en les plagant dans un
bain-marie préchauffé a 80 °C pendant 12 minutes. Par la suite, les tubes ont été rapidement
refroidis en les transférant sous un jet d'eau froide du robinet. Une fois refroidis, le contenu des
tubes a été ensemencé dans des boites de Petri contenant un milieu GN. Ces boites ont ensuite
été incubées a une température de 30 °C pendant 24 heures, permettant d'obtenir I'ensemble de
la flore bactérienne, y compris les bactéries sporulées et aérobies/facultativement anaérobies,

comme décrit par Seldin et al. en 1983.

v" Test sur milieu viande foie

Le test sur milieu de culture a base de viande de foie (VF) a été employé afin de déterminer le
type de respiration de notre bactérie. Cette caractéristique est révélée par l'apparition de la
croissance, soit en surface pour une respiration aérobie, soit au fond pour une respiration

anaérobie.
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L'ensemencement des cultures a été effectué a I'aide d'une pipette Pasteur, qui a été utilisee pour
déposer soigneusement les bactéries dans le milieu de culture VF. La pipette a été entiérement
immergée dans le tube contenant le milieu de culture, atteignant le fond, puis remontée en
effectuant un mouvement en spirale afin d'assurer une distribution uniforme des bactéries dans
tout le milieu. Par la suite, les tubes ont été places en incubation a une température de 37 °C,

maintenue pendant une période variant de 24 a 48 heures (Koua et al., 2018).
v" Test sur gélose Kligler Iron Agar (KIA)

Le Kligler Iron Agar (KIA) est un milieu différentiel utilisé en microbiologie pour identifier les
bactéries en fonction de leur capacité a fermenter les sucres et a produire du gaz sulfure
d'hydrogéne. Il contient du glucose, du lactose, de la peptone, du sulfate ferreux et un indicateur

de rouge phénol.

Un ensemencement de chaque bactérie a été réalisé en appliquant délicatement une pipette
Pasteur stérile au centre d'une colonie isolée dans une boite de Petri. Ensuite, la surface de la
pente a été striée en effectuant des mouvements de va-et-vient. Les cultures ont été incubées a
une tempeérature de 37°C pendant 18 & 24 heures, en laissant les bouchons des tubes desserrés.
Ce relachement des bouchons vise a favoriser I'état alcalin de la pente, car dans un tube

hermétiquement clos, une réaction acide peut également affecter la pente (Kligler, 1917).
v Recherche de nitrate réductase

La nitrate réductase est une enzyme présente chez les bactéries qui joue un réle crucial dans la
réduction des nitrates (NO3-) en nitrites (NO2-), ce qui constitue une étape essentielle dans le

processus de dénitrification.

Trois tubes de bouillon nitraté ont été soumis a une culture pendant 24 a 48 heures d'incubation
a une température de 30 °C. Ensuite, cing gouttes des réactifs Nit 1 et Nit 2 ont été ajoutées.

Aprés agitation, la lecture des résultats a été effectuée immédiatement.

Si la coloration du milieu devient jaune ou rouge, cela est un indicateur de la réduction des
nitrates, ce qui est associé a une positivité pour le nitrate réductase (NR+). Si le milieu conserve
sa couleur incolore, de la poudre de zinc est ajoutée en tant qu'agent réducteur des nitrates.
Apres une période de cing minutes, les tubes sont a nouveau examinés. Si le milieu prend une
teinte rose ou rouge, cela signifie que les nitrates sont toujours présents, ce qui suggeére une

négativité pour le nitrate réductase (NR-). Si le milieu conserve sa couleur incolore, cela indique
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I'absence de nitrates, ce qui suggere que les bactéries les ont réduits au-dela du stade des nitrites,

correspondant a une positivité pour le nitrate réductase (NR+) (Tortora et al., 2003).
v Recherche de catalase

Le test catalase a été utilisé pour déterminer la présence de I'enzyme catalase dans les bactéries.
Cette enzyme est capable de décomposer le peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygene, et elle

est importante pour la survie des bactéries dans des environnements riches en oxygene.

Pour réaliser le test de la catalase, deux gouttes de solution d'eau oxygénée (H202) (annexe 2)
ont été ajoutées sur une lame de verre propre. Ensuite, la culture bactérienne a été introduite
dans la lame a l'aide d'une anse. Si la bactérie possede I'enzyme catalase, une réaction se produit
immédiatement et de I'oxygéne est libére, ce qui se manifeste par la formation de bulles ou d'une
mousse sur la surface de la lame. Cette réaction est soit instantanée (rapide) soit retardée (avec
un délai). Si la bactérie ne possede pas I'enzyme catalase, il n'y aura pas de réaction visible
(llboudo et al., 2016).

3.2.6- Détection des enzymes

La détection des enzymes a été réalisée par I'évaluation de I'activité amylolytique, protéolytique

et lipolytique de chaque bactérie.
3.2.6.1- Activité amylolytique

L'amidon est une molécule glucidique de grande taille composée d'une séquence de glucose. En
revanche, I'amylase est une enzyme qui possede la capacité de décomposer le substrat d'amidon.
Pour la recherche d'activité de I'amylase, un milieu gélosé a base d'amidon a été préparé. Les
cultures bactériennes ont été prélevées en forme de disques et placées individuellement dans

chaque boite contenant le milieu.

Apreés l'incubation, la présence de I'amylase est mise en évidence par une zone de lyse autour

d'un disque, indiquant la dégradation de I'amidon et donc la présence d'amylase.
3.2.6.2- Activité protéolytique

La caséine, une protéine présente dans le lait et constituant la majeure partie des composants
azotés du lait, a fait I'objet d'un test d'hydrolyse sur gélose au lait. Pour ce faire, des souches

sélectionnées ont ete decoupees en disques de 1 mm de diametre. Chaque disque a été déposé
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en position inversée au centre de la boite de culture contenant le milieu préparé. L'incubation a

été réalisée a une température de 30°C.

Les résultats ont été évalués quotidiennement pendant une période de 72 heures. La présence
d'activité enzymatique a été detectée par l'apparition d'un halo clair autour de la culture,
indiquant I'hydrolyse de la caséine. En revanche, un résultat négatif se caractérise par I'absence

de toute zone d'hydrolyse autour de la culture (De Vos et al., 2009).
3.2.6.3- Activité lipolytique

Un milieu gélosé a base de tributyrine été préparé (annexe 01) (Larpent & Larpent, 1985). Les
cultures bactériennes a tester ont été introduites dans des boites de Petri ou le milieu gélosé a
base tributyrine a été coulé. L'activité lipolytique des souches est évaluée par la présence d'une

zone de lyse autour de la colonie, comme décrit par EI Marrakchi et al. en 1988.
3.2.7- Tolérance a la température

Des colonies de bactéries et de moisissures a effet antibactérien ont été inoculées dans des boites
de Petri contenant respectivement le milieu Mueller-Hinton pour les bactéries et le milieu PDA
pour les moisissures. Les boites ont ensuite été incubées a différentes températures, soit 40°C
et 50°C. Le développement de ces colonies bactériennes et fongiques a été surveillé jusqu'a ce
que des colonies apparentes se forment.

3.2.8- Fermentation

Afin d’utiliser les souches antagonistes obtenues en future, une fermentation liquide a été

effectuée
3.2.8.1- Milieux de cultures

Les souches antagonistes performantes ont été cultivees dans le milieu PDB (Potato Dextrose
Broth) (annexe 1) pour la souche filamenteuse, et dans le milieu optimal (milieu 863) (annexe

01) pour la souche bactérienne (Philippe et al., 1999).
3.2.8.2- Préparation de la pré-culture

La préculture des souches sélectionnées a été realisée en inoculant les deux milieux de culture

(milieu optimal et milieu PDB) dans des flacons de 250 mL contenant 100 mL de milieu. Cette
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préparation a été incubée a 30°C avec une agitation de 130 rpm pendant 24 heures (Akpa et al.,
2001).

3.2.8.3- Culture bactérienne

Apres 24 heures d'incubation dans une étuve rotative maintenue a une température de 30°C, les
flacons d'inoculum ont été retirés de I'étuve. Ensuite, I'inoculum des moisissures et des bactéries
a été introduit respectivement dans 100 mL des milieux PDB et OPT, a raison de 5 mL a l'aide
d'une micropipette. Les flacons ont ensuite été placés en fermentation a 30°C avec une agitation

de 130 rpm et arrétés apres 92 heures (Akpa et al., 2001).
3.2.9- Conservation de souches a fort potentiel antibactérien

Les souches présentant un effet antagoniste puissant contre les bactéries pathogénes ont été

sélectionnées en vue de leur conservation.
3.2.9.1- Conservation sur gelose incliné (GN)

Les microorganismes dotés d'un effet antagoniste puissant ont été aseptiquement introduits dans
des tubes contenant un milieu de culture incliné, plus précisément de la gélose nutritive (GN).
Ces tubes ont ensuite été incubés a une température de 30°C pendant 24 heures. Par la suite, les

tubes ont été conserves au réfrigérateur a une température de 4°C (Prescott et al., 2010).
3.2.9.2 - Lyophilisation

La lyophilisation, également connue sous le nom de séchage par sublimation, est un processus
de déshydratation qui consiste a éliminer I'eau ou tout autre solvant d'un matériau en le gelant a
des températures trés basses, puis en le soumettant a une faible pression afin de permettre la
sublimation de I'eau présente, c'est-a-dire son passage direct de I'état solide a I'état gazeux, sans
passer par I'état liquide. Ce processus est couramment utilisé dans l'industrie pharmaceutique,
alimentaire et biotechnologique pour préserver les substances sensibles a I'numidité, telles que
les médicaments, les vaccins, les enzymes, les cultures cellulaires, les aliments déshydratés, etc.
La lyophilisation offre plusieurs avantages, tels qu'une longue durée de conservation, une
réduction du poids et du volume, ainsi qu'une préservation efficace des caractéristiques

biochimiques et microbiologiques des échantillons.

En effet, la biomasse bactérienne, obtenue par fermentation pendant une période de trois jours,

a subi un processus de lyophilisation et a été transformée en poudre a l'aide d'un lyophilisateur.
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4- Résultats

Le but de ce travail est d'effectuer I'isolement et I'identification de microorganismes présentant
des propriétés antibactériennes a partir de la rhizosphére et de la partie aérienne de plantes a
intérét médicinale Haloxylon scoparium « Remtha » a partir de la région Lahmar, de la wilaya
de Bechar de Sahara algérienne. Ainsi que la plante Opuntia ficus-indica « figuer de barbarie »

de la région de Tafrant située a Djbel Ouehch de la wilaya de Constantine d’Algérie.
4.1- Isolement de microorganismes

Trente-cing microorganismes ont été isolés a partir de deux plantes « Remtha (Haloxylon
scoparium) et figuier de barbarie (Opuntia ficus-indica)» (Tableau 2). En effet, Neuf isolats
bactériens et quatre moisissures ont été obtenus a partir de la plante Haloxylon scoparium et
quinze isolats bactériens et sept moisissures ont été récupérés a partir de la plante Opuntia ficus-
indica. Ces résultats indiquent que la présence de microorganismes dans la région désertique de

Bechar est moins importante que dans la région tempérée de Constantine.

Tableau 2 Récapitulatif de la répartition des isolats microbiens obtenus a partir de deux plantes

« Ramtha (Haloxylon scoparium) et figuier de barbarie (Opuntia ficus-indica) ».

Plante Localité Source de Nombre Nombre
I’échantillon d'isolats d'isolats de

bactériens moisissures

Haloxylon scoparium Al Ahmar, Partie aérienne 6 3
Bechar Partie rhizosphérique 3 1

Opuntia ficus-indica Tafrent, Partie aérienne 4 2
DjbelOuehch, Partie rhizosphérique 11 5

Constantine

4.2- Sélection d’isolats a activité anti bactérienne

Un test antagoniste a été utilisé pour sélectionner les isolats présentant des effets antibactériens
contre les souches pathogenes suivantes : Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia
coli et Pseudomonas aeruginosa. Parmi les trente-cing isolats obtenus, trois bactéries (RB1,

RB7 et B6) et trois moisissures (M4, M3 et RM1) ont montré un effet antibactérien significatif.
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Les zones d'inhibition de croissance des bactéries pathogenes ont été mesurées et présentees

dans le Tableau 3.

Les résultats de ce test ont permis de constater que les valeurs varient entre 0.5 et 1.3 cm suivant
I’isolat. En effet, le meilleur effet inhibiteur a été développé par les isolats suivant : B6 (isolat
bactérien) et M3 (isolat filamenteux) et ce, sur les bactéries Gram+ et Gram — testées et par
I’isolat filamenteux (M4) sur les bactéries Gram+.

Les isolats bactériens (RB1, RB7) et I'isolat filamenteux (RM1) développent un effet
antagoniste moins important sur les deux types de souches bactériennes testées, variant entre
0.5 et 0.9 (Tableau 3) (Annexe 1).

Tableau 3 Inhibition de la croissance des bactéries pathogenes Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus sous 1’effet des isolats fongiques obtenus.

Les isolats Bacillus Staphylococcus Pseudomonas E.coli
cereus aureus aeruginosa

RB1 ++ ++ + +

RB7 ++ ++ + /
B6 +++ ++ +++ ++
M4 +++ +++ / ++
M3 +++ +++ + +++

RM1 / ++ ++ +

+++ effet de lyse tres important, ++ effet de lyse important, + effet de lyse faible

4.3- Identification de microorganismes antagonistes

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 et microscopiques de colonies.

4.3.1- Observation macroscopique

L'aspect des isolats bactériens et fongiques est évalué a I'eeil nu.
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v" Isolats bactériens

L’observation macroscopique des isolats bactériens sélectionnés (B6, RB1 et RB7) a révelé
différents aspects morphologiques (forme, couleur, taille, élévation, contour, surface, opacité et
le relief). En faite, les trois isolats bactériens (B6, RB1 et RB7) ont été cultivés sur gélose

nutritive (GN) afin d'observer leur développement macroscopique.

L’isolat bactérien B6 a formé des colonies circulaires, convexes et lisses. Elle présentait une

texture lisse et une surface brillante, avec une couleur blanc-créme distincte (figure 13).

Figure 13 Aspect macroscopique de 1’isolat bactérien B6

En ce qui concerne I’isolat RB1, ses colonies étaient également circulaires, mais elles étaient
plates et légerement rugueuses. La texture rugueuse pouvait étre accompagnée d'une légére
sécrétion. Les colonies présentaient une couleur allant du beige au jaune (figure 14).

44



Résultats

Figure 14 Aspect macroscopique de I’isolat bactérien RB1

L’isolat RB7 se distinguait par ses colonies irréguliéres, plates et ondulées. Leur texture était
plate et les bords pouvaient étre irréguliers. Les colonies affichaient une couleur blanche a
creme (figure 15).

Figure 15 Aspect macroscopique de I’isolat bactérien RB7
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Les trois isolats ont montré une vitesse de développement rapide, avec des colonies visibles des

les premiéres 24 heures d'incubation sur GN.

v" lIsolats fongiques

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

L’étude morphologique des isolats fongiques sur milieu PDA développement a permis de
révéler les caractéres suivants :

La colonie de l'isolat M4 présente une croissance rapide. La texture de la colonie peut étre

duveteuse ou poudreuse.

La couleur de la colonie de l'isolat M4 est souvent jaune péale a jaune créeme, mais elle peut
varier en fonction des conditions de culture. Une caractéristique d'une poudre de spores de

couleur vert clair & jaune verdatre sur la surface de la colonie (figure 16).

Figure 16 Aspect macroscopique de I’isolat fongique M4 (recto, verso) sur gélose
PDA.

La colonie de l'isolat RM1 présente une croissance rapide et une texture cotonneuse ou
floconneuse. La couleur de la colonie peut varier, mais elle tend généralement vers des teintes

allant du blanc au rose péle (figure 17).
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Une autre caractéristique de la production de pigments. Certains isolats peuvent présenter une

pigmentation rose, rouge ou violette, qui peut étre visible sur la colonie ou dans le milieu de

culture.

L4

%1 2297 ) TR

Figure 17 Aspect macroscopique de I’isolat fongique RM1 (recto, verso) sur gélose
PDA.

La colonie de l'isolat M3 présente une croissance rapide et une texture cotonneuse ou
floconneuse lorsqu'elle est observée de face. De l'arriére, les caractéristiques formant une
colonie en forme de cercle avec des bords beige clair bien définis. En observant de plus prés,
on peut remarquer une subtile gradation des couleurs a I'intérieur de la colonie (figure 18). Les
teintes varient du violet au rose au blanc, créant ainsi une palette de couleurs attrayante. Cette
transition de couleur peut étre due a la production de pigments ou a des réactions chimiques

spécifiques qui se produisent pendant la croissance du champignon.
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Figure 18 Aspect macroscopique de I’isolat fongique M3 (recto, verso) sur gélose
PDA.

4.3.2- Observation microscopique

L’étude microscopique porte sur 1’observation des structures caractéristiques microscopiques
des trois isolats bactériens (B6, RB1 et RB7) et trois isolats filamenteux (M3, M4 et RM1) a
savoir : lamobilité, la taille, le mode de regroupement et le type de paroi concernant les bactéries
; le type de mycélium, les conidies et les conidiophores en ce qui concerne les isolats

filamenteux.

v"Isolats bactériens

L’observation a 1’état frais, aprés coloration simple au bleu de méthyléne et coloration de Gram
des cellules bactérienne sont permis de donner une idée sur la morphologie, la mobilité et la
composition de leurs parois.

L’observation microscopique des isolats bactériens est basée sur 1’étude microscopique par
coloration de Gram a GX 40 et GX 100. Les résultats indiquent que les isolats appartiennent au
genre Bacillus, mais des études plus approfondies sont nécessaires pour une identification plus
précise jusqu'a l'espece.
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L'examen microscopique de trois isolats bactériens (B6, RB1 et RB7) a révélé la présence de
bacilles de différentes tailles.

L’isolat bactérien B6 a montré des bacilles de petite taille au microscope. Ces cellules étaient
généralement plus fines et plus courtes. Lors de la coloration de Gram, ces bacilles ont été
observés comme étant des bacilles Gram-positifs, ce qui signifie qu'ils ont été colorés en violet
fonce ou bleu-violet (figure 19).

Figure 19 Coloration Gram de I’isolat bactérien B6 (x100)

L’isolat bactérien RB1 présentait des bacilles de taille moyenne a grande. Ces cellules étaient
plus longues que celles de la souche B6. Lors de la coloration de Gram, elles ont également été
identifiées comme des bacilles Gram-positifs, montrant une coloration en violet foncé ou bleu-
violet (figure 20).

Figure 20 Coloration de Gram de I’isolat bactérien RB1 (x100)
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En ce qui concerne I’isolat bactérien RB7, elle se caractérisait par des bacilles de taille moyenne.
Ces cellules avaient une longueur similaire a celles de I’isolat RB1. La coloration de Gram a
révelé que ces bacilles étaient également Gram-positifs, avec une coloration en violet fonce ou

bleu-violet (figure 21).

Figure 21 Coloration Gram de I’isolat bactérien RB7 (x100).

v' lIsolats fongiques

L’observation microscopique de moisissures a été réalisée, en se basant sur les caracteres
microscopiques du mycélium et des conidies ou spores (cloisonnement du mycélium, forme de
spores, forme d’organes de fructification, etc.). En effet, ’observation des moisissures sous
microscope a révélé les caractéristiques suivantes :

L’isolat M4 a réveélé la présence de conidiophore lisse, et trés longue. Les phialides insérées sur
la vésicule par I’intermédiaire des métules disposées sur tout le pourtour de la vésicule, et des
conidies sont globeuses (Figure 22).

Lors de I'application de la coloration au bleu de coton, les conidiophores et les conidies ont pris
une teinte bleue distincte, ce qui a facilité leur observation et leur distinction des autres
structures fongiques présentes. Ces caractéristiques microscopiques, telles que la forme de la
téte des conidiophores, la présence de conidies en chaines et la coloration au bleu de coton, sont
cohérentes avec celles observées chez Aspergillus oryzae.
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Conidies
Phialide

Figure 22 Aspect microscopique de I’isolat filamenteux M4 (x40).

L’isolat RM1 a montreé la présence des hyphes septés, fins et ramifiés, formant un réseau dense
dans le substrat. Les conidiospores étaient présents, de forme allongée et Iégérement courbée,
avec des extrémités pointues (figure 23). Les conidiospores étaient organisés en grappes ou en
chaines le long des conidiophores.

Une coloration au bleu de coton a été réalisée, ce qui a permis de mettre en évidence les
caractéristiques microscopiques. Les hyphes, les conidiophores et les conidiospores ont été
colorés en bleu, ce qui a facilité leur observation. Ces caractéristiques microscopiques,
notamment la présence de conidiospores allongées, courbées et produites a partir de phialides
en forme de bouteille, sont typiques de Fusarium oxysporum.
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Mycélium
cloisonné

Mycélium cloisonne

Figure 23 Aspect microscopique de I’isolat filamenteux RM1
(x40).
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L'examen microscopique de l'isolat M3 (figure 24) a montré des hyphes apparaissent sous la
forme de longs filaments septés, c'est-a-dire qu'ils présentent des cloisons transversales. De
plus, les hyphes sont branchés et forment un réseau complexe. Les spores observées sont

allongées en forme de larme et de couleur bleue lorsqu'elles sont colorées avec du bleu de coton.

Mycélium cloisonné

Mycélium cloisonné

Figure 24 Aspect microscopique de I’isolat filamenteux M3 (x100)

L’isolat M3 a été préesomptivement identifié comme Fusarium solani, Selon les résultats de

cette étude préliminaire (aspect macroscopique et microscopique).
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4.3.3- Tests biochimiques
v" Fermentation sur milieu mannitol-mobilité

Les isolats de bactéries testés ont tous montré une réaction positive (figure 25) au test de
mannitol, indiquant ainsi leur capacité a fermenter le mannitol et a produire de I'acide. Les
especes du genre Bacillus sont connues pour leur capacité a métaboliser divers substrats

carbonés, y compris les sucres alcools tels que le mannitol.

Figure 25 Résultats de fermentation sur milieu mannitol.

v' Test de sporulation

Les échantillons traités par choc thermique ont été ensemencés sur la gélose nutritive. Apres

24h d’incubation, des colonies bactériennes ont été observées sur les boites de Petri.

Les résultats de ce test ont montré que les isolats bactériens (B6, RB1 et RB7) ont la capacité
de sporulé. Ce qui confirme la résistance et le potentiel de conservation de ces souches, ce qui

leurs confére une valorisation en bioindustrie.
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v" Test sur milieu viande-foie

La croissance observee des isolats sur le milieu viande-foie confirme leur capacité a métaboliser
les composants présents dans ce milieu. Les espéces du genre Bacillus sont reconnues pour leur
aptitude a dégrader une variété de substrats organiques complexes, notamment les protéines

présentes dans les tissus animaux.

L'ensemencement des trois isolats bactériens sur milieu viande foie a permis d'identifier qu'ils
sont des bactéries aérobies stricts. En effet, aucun développement de colonies n'a été observé a
I'intérieur du milieu, mais uniquement a sa surface. Cette observation suggere que les isolats
nécessitent une quantité d'oxygene disponible dans l'air pour leur croissance et leur

métabolisme.

v' Ensemencement sur milieu KIA (Kligler's Iron Agar)

Aucun changement n’a été observé sur le milieu aprés 24 heures d’incubation, ce qui indique

que les isolats n’ont pas la capacité de fermentation du glucose et la production de H»S.

Les bactéries du genre Bacillus sont généeralement considérées comme des bactéries non
entériques, elles ne fermentent pas les sucres présents dans le milieu KIA et ne produisent pas
de H2S. Par conséquent, on s'attendrait a observer une absence de changement de couleur dans

le milieu KIA inoculé avec les isolats testés.
v" Recherche du nitrate réductase

Le virage de couleur du milieu nitrate vers le rouge aprées 1’ajout des réactifs 1 et 2 indique la

production de I'enzyme nitrate réductase par les isolats testés (figure 26).
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Figure 26 Le virage de couleur du milieu nitrate vers le rouge aprés
I’ajout des réactifs Nit 1 et Nit 2.

v" Test de la catalase

Les isolats bactériens testés ont tous montré une réaction positive au test de catalase, confirmant

ainsi la présence de I'enzyme catalase (figure 27).

Figure 27 La formation de bulles d'oxygene lors de I'ajout de H20-.
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La formation de bulles d'oxygene effervescentes lors de I'ajout de peroxyde d'hydrogene (H202)
a la culture bactérienne indique gque I'enzyme catalase présente dans les cellules bactériennes

décompose le H20: en eau et en oxygeéne.

La série d'études (observation macroscopique, observation microscopique et les tests
biochimiques) réalisées a permis d'identifier les isolats bactériens appartenant au genre Bacillus.
L'isolat bactérien B6 a été désigne comme Bacillus sp. 1, l'isolat bactérien RB1a été identifié

comme Bacillus sp. 2 et l'isolat bactérien RB7 a été indiqué comme Bacillus sp. 3.
4.3.4- Détection des enzymes

La détection des enzymes a été réalisée par I'évaluation de I'activité amylolytique, protéolytique

et lipolytique.
4.3.4.1- Test de ’activité amylolytique

Le test d'activité amylolytique a donné des résultats positifs pour Bacillus sp.1 (B6), il a été
observé que cet isolat était capable de produire et de sécréter une amylase active, ce qui a
conduit & une dégradation de I'amidon dans le milieu de culture. Cela se manifeste par un halo

clair autour de la colonie de Bacillus sp.1 sur le milieu contenant de I'amidon.

4.3.4.2- Test de ’activité protéolytique

Le test d'activité protéolytique a donné des résultats positifs pour Bacillus sp.1, ce qui signifie

qu'ils sont capables de produire et de sécréter des protéases actives.
4.3.4.3- Test de ’activité lipolytique

Il a été démontré que Bacillus sp.1 présente une activité lipasique positive, ce qui a été confirmé
par la formation d'un halo clair autour de la colonie de Bacillus sp.1 sur le milieu contenant des

lipides. Ce halo indique la dégradation des lipides par I'enzyme lipase produite par cette souche.
4.3.5 - Tolérance a la température

Les trois souches bactériennes, Bacillus sp.1, Bacillus sp.2 et Bacillus sp.3, ont démontré une

tolérance similaire aux températures testées, a savoir 30°C, 37°C, 45°C et 50°C.

Les trois souches ont pu survivre et se développer efficacement a 30°C et 37°C, montrant ainsi
une tolérance thermique adéquate & des températures modérées. A 45°C, elles ont montré une

croissance réduite, mais elles ont néanmoins été capables de se développer. A 50°C, bien que
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la croissance ait été limitee, les souches ont pu tolérer cette température élevée pendant une

certaine période.

Ces résultats indiquent que les souches Bacillus sp.1, Bacillus sp.2 et Bacillus sp.3 ont une
tolérance comparable aux températures testées, ce qui suggere une certaine capacité

d'adaptation et de survie dans des conditions thermiques variées.

L'isolat RM1, identifié comme F. oxysporum, a été soumis a des tests de tolérance a différentes
températures. Les résultats ont montré que RM1 a été capable de se développer a une
température de 45°C. En revanche, aucun des isolats M3 et M4 n'a montré de développement a

une température de 50°C, indiquant une sensibilité élevée a cette température élevée.

Cependant, lorsque les isolats ont été cultivés a des températures de 30°C et 37°C, tous ont
montré un développement significatif. Cela suggere une bonne tolérance de ces isolats a des

températures plus modérées, favorisant leur croissance et leur survie.

Ces résultats indiquent que les isolats M3 et M4, sont capables de s'adapter et de se développer
dans des conditions de température relativement basses, telles que 30°C et 37°C. Cependant, ils
sont sensibles aux températures plus élevées, avec une absence de développement a 50°C. Cette
tolérance différentielle a la chaleur peut avoir des implications pour la distribution et la survie

de ces isolats dans divers environnements.

F. oxysporum, a eté isolé a partir d'un échantillon provenant d'une région désertique. Sa
tolérance a des températures élevées, telles que 45°C, peut étre liée a son adaptation aux
conditions environnementales extrémes de cette région spécifique. Les régions désertiques sont
souvent caractérisées par des températures elevées et des conditions arides, ce qui impose une

pression de sélection sur les organismes qui y résident.

Il est possible que l'isolat RM1 ait développé des mécanismes de protection et de survie pour
faire face aux températures élevées dans son environnement d'origine. Ces mécanismes
pourraient inclure la production d'enzymes ou de protéines de choc thermique qui lui permettent

de survivre et de se développer dans des conditions de chaleur intense.

Cependant, il est important de noter que, malgreé sa tolérance a 45°C, I'isolat RM1 n'a pas montré
de développement a 50°C, indiquant une limite supérieure de tolérance thermique pour cet isolat
spécifique. Cette observation suggere que méme les organismes adaptés a des conditions

extrémes peuvent avoir leurs propres limites de tolérance.
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4.4- Fermentaion

La technique de fermentation sur flacons agités a éte utilisée pour cultiver les souches
performantes F. oxysporum et Bacillus sp.1.

Aprés 96 heures de fermentation, les cultures ont été soumises a une étape de filtration pour

séparer la biomasse des autres composants du milieu de culture.

La fermentation a été réalisée pour tester les métabolites secondaires de souches performantes

contre les bactéries pathogenes en I’occurrence : S. aureus, B. cereus, E. coli et P. aeruginosa.
4.5- Etude de ’effet des métabolites extra cellulaires

Des tests antagonistes en puits ont été réalisés en utilisant les filtrats des deux souches

(Fusarium oxysporum et Bacillus sp.1) afin de tester I'effet de leurs métabolites extracellulaires.

L'effet des métabolites extracellulaires a été évalué en mesurant la croissance et la formation de

colonies des bactéries cibles autour des puits contenant les filtrats.

Les métabolites produits par F.oxysporum et Bacillus sp. 1 ont montré un effet important sur P.
aeruginosa (figure 28). Cela signifie que les substances chimiques produites par ces isolats ont

été capables d'inhiber la croissance ou la survie de P. aeruginosa.

Bacillus sp.1

A

e

Figure 28 Résultat de tests antagonistes en puits, en utilisant les filtrats
de souches : F. oxysporum et Bacillus sp.1.
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L'effet important observé suggere que les métabolites produits par F. oxysporum et Bacillus sp.
1 pourraient contenir des composés antimicrobiens ou des substances qui interférent avec les

processus vitaux de P. aeruginosa.
4.6- Conservation des souches

Les souches présentant un effet antagoniste puissant contre les bactéries pathogénes ont été

sélectionnées en vue de leur conservation.
4.6.1- Conservation sur gélose inclinée

Les souches bactériennes sélectionnées ont été ensemenceées sur des milieux de gélose inclinée
pour assurer leur conservation a long terme. Les cultures cellulaires ont été réparties de maniere
uniforme sur la surface des milieux de gélose inclinée, puis incubées dans des conditions

appropriées 24h et stocker a une température de -20°C.
4.6.2- Lyophilisation

Aprés la fermentation des souches sélectionnées, la biomasse obtenue a été séparée du milieu
de culture. La biomasse a été collectée par centrifugation et ensuite soumise au processus de
Iyophilisation. De méme, le filtrat résultant de la fermentation a également été lyophilisé pour

préserver les métabolites extra-cellulaires produits par les souches bactériennes.

Le processus de lyophilisation a été effectué dans un lyophilisateur a une température et une

pression appropriée pour permettre la sublimation de I'eau présente dans les échantillons.

Une fois le processus de lyophilisation terminé, les échantillons ont été stockés dans des flacons

hermétiques a température ambiante.
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5- Discussion

Les plantes medicinales sont utilisées depuis des millénaires par les populations a travers le
monde pour traiter diverses affections et maintenir la santé. Leur utilisation remonte a
I'Antiquité. De nos jours, malgré les avancées de la médecine moderne, l'utilisation des plantes
médicinales connait une demande croissante en tant qu'alternative aux médicaments

synthétiques (Vuorelaa et al., 2004).

Au cours des 20 derniéres années, il est intéressant de noter qu'environ un quart des
médicaments commercialisés ont été directement isolés a partir de plantes (Khasmi & Farh,
2022). Cette observation témoigne de lI'importance de plantes médicinales en tant que source

précieuse de composés bioactifs et de molécules thérapeutiques.

Haloxylon scoparium est une plante qui a suscité un intérét croissant dans de nombreuses études
en raison de son potentiel d'activité biologique. Des études ont exploré les propriétés
antimicrobiennes, antioxydantes et anti-inflammatoires de cette plante. Les extraits ont
démontré des effets inhibiteurs sur certaines souches bactériennes et fongiques, ainsi qu'une
activité antioxydante prometteuse (Boulanouar et al., 2013 ; Bouaziz et al., 2016 ; Tair et al.,
2016).

De nombreuses études ont également été menees sur les extraits d'Opuntia ficus-indica, en
raison de ses propriétés médicinales potentielles. Les chercheurs se sont intéressés a la
composition chimique de cette plante, ainsi qu'a ses activités pharmacologiques et a ses effets

sur la santé humaine (Kaur et al., 2012)

Bien que les extraits des plantes Haloxylon scoparium et Opuntia ficus-indica aient fait I'objet
de nombreuses études en raison de leurs propriétés médicinales, l'exploration de leur
microbiome demeure moins courante. Notre étude contribue a combler cette lacune en explorant
la biodiversité microbienne associée a ces plantes médicinales. En mettant en évidence le
potentiel de microorganismes endophytes et de la rhizosphére, nous ouvrons de nouvelles
perspectives pour l'utilisation de ces organismes en tant que sources prometteuses d'agents

antibactériens.

Les resultats de notre étude ont permis d'isoler un total de 35 microorganismes a partir des
échantillons des deux plantes, Haloxylon scoparium et Opuntia ficus-indica. Sur la plantule
Haloxylon scoparium, nous avons récupéré 13 isolats microbiens, tandis que de la plante

Opuntia ficus-indica, nous avons obtenu 22 isolats.
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Une observation intéressante est que la présence de microorganismes dans la région desertique
de Bechar, ou Haloxylon scoparium a été échantillonnée, semble étre moins importante que
dans la région tempeérée de Constantine, ou Opuntia ficus-indica été collectée. Cette différence
pourrait étre attribuée aux conditions environnementales contrastantes entre les deux régions.
Les écosystemes désertiques sont souvent caractérises par des conditions plus extrémes, telles
que des températures élevées, une faible disponibilité d'eau et des niveaux éleveés de salinité, ce

qui peut influencer la diversité et I'abondance des microorganismes présents.

Les trois souches de bactéries isolées et sélectionnées ont démontré une tolérance thermique
adéquate a des températures modérées, telles que 30°C et 37°C, en survivant et en se
développant efficacement. Cela suggére que ces souches ont la capacité de prospérer dans des
environnements a des températures normales du corps humain. Cependant, a une température
plus élevée de 45°C, la croissance des souches a été réduite, bien qu'elles aient quand méme pu
survivre et se développer. A une température encore plus élevée de 50°C, la croissance des
souches a été limitée, mais elles ont montré une certaine capacité de tolérance a cette

température élevée pendant une certaine période.

Ces résultats indiquent que les souches étudiées pourraient étre classées comme des bactéries
thermophiles selon Barton (2005), c'est-a-dire des organismes capables de survivre et de

prospérer dans des environnements a des températures élevées.

L'isolat RM1 présente une apparence typique de Fusarium, avec une croissance rapide et une
texture cotonneuse ou floconneuse. La couleur de la colonie peut varier, mais elle est
généralement dans les tons de blanc a rose pale. Une caractéristique distinctive de Fusarium
oxysporum est la production de pigments. Certains isolats peuvent présenter une pigmentation
rose, rouge ou violette, qui peut étre visible a la fois sur la colonie et dans le milieu de culture.
Ces observations sont en accord avec les descriptions de (Larone, 1995) et (Nelson et al., 1994).
De plus, notre étude a montré que l'isolat RM1 était capable de se développer a une tempeérature
élevée de 45°C, ce qui confirme sa tolérance thermique. Et I'isolement de cet isolat a partir d'un

milieu désertique est en accord avec les données rapportées par (Summerell et al., 1995).

L'isolat M4 présente une croissance rapide et une apparence typique d'Aspergillus. La texture
de la colonie peut étre duveteuse ou poudreuse. La couleur de la colonie est généralement jaune

pale a jaune créeme, mais elle peut varier en fonction des conditions de culture, allant du
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vert clair au jaune verdatre. Ces observations sont cohérentes avec les descriptions fournies par
(Barbesgaard et al., 1992) et (Klich & Pitt, 1988).

Les résultats obtenus dans notre étude montrent que les métabolites produits par F. oxysporum
peuvent avoir un effet significatif sur P. aeruginosa. Cela suggere que ces substances chimiques

ont des propriétés antimicrobiennes potentielles contre cette bactérie pathogene.

L'effet inhibiteur observé peut étre attribué a la production de composeés bioactifs tels que des
protéases, des peptides antimicrobiens ou des métabolites secondaires par F. oxysporum. Ces
substances sont capables d'interférer avec les processus métaboliques essentiels de P.
aeruginosa, perturbant ainsi sa croissance et sa survie. Les protéases secrétées par F. oxysporum
peuvent dégrader les protéines présentes dans I'environnement (Ali & Vidhale, 2013), y compris
celles présentes dans les cellules de P. aeruginosa, ce qui peut entrainer une inhibition de la

croissance bactérienne.

63



Conclusion et
perspectives



Conclusion et perspectives

6- Conclusion et perspectives

En conclusion, cette étude met en évidence le potentiel de microorganismes endophytes et de la
rhizosphere issue de Haloxylon scoparium et Opuntia ficus-indica en tant que sources de
microorganismes présentant une activité antibactérienne contre des souches pathogénes. Les
résultats ont montré que certains isolats présentaient une activité antibactérienne significative
contre les bactéries pathogénes tels que P. aeruginosa, B. cereus, S. aureus et E.coli. De plus,
les meétabolites extracellulaires produits par ces microorganismes ont démontré un effet

inhibiteur significatif sur E. coli et P. aeruginosa.

Ces résultats ouvrent la voie a de nouvelles perspectives dans le domaine de la recherche sur
les agents antibactériens naturels. Les microorganismes endophytes et de la rhizosphére
pourraient étre étudiés davantage pour isoler et caractériser les composeés actifs responsables de
leur activité antibactérienne. Ces composés pourraient ensuite étre exploités dans le
développement de nouveaux médicaments ou agents antimicrobiens pour lutter contre les

infections bactériennes.

En outre, il serait intéressant de poursuivre les études pour comprendre d’avantage le potentiel
métabolique de ces microorganismes et identifier d'autres activités biologiques bénéfiques. Par

exemple, I'évaluation de leur capacité antifongique ou antivirale pourrait étre explorée.

Enfin, l'optimisation des techniques de fermentation et de production de métabolites
extracellulaires pourrait étre envisagée pour améliorer le rendement et la stabilité des composes
antibactériens. Cela pourrait inclure I'optimisation des conditions de culture, des parametres de

fermentation et des méthodes d'extraction.

En résumé, cette étude souligne l'importance des microorganismes endophytes et de la
rhizosphére en tant que réservoirs prometteurs de microorganismes et de métabolites ayant des
activités antibactériennes potentielles. L'exploration continue de ces ressources naturelles
pourrait conduire a la decouverte de nouveaux agents antibactériens efficaces et contribuer a la

lutte contre les infections bactériennes résistantes aux antibiotiques.
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7- Résumé

Ce travail présente une étude sur l'isolement, I'identification et la sélection de microorganismes
endophytes et de la rhizosphere provenant de Haloxylon scoparium de la région de Lahmar (Béchar) et
Opuntia ficus-indica de la région de Tafrant (Constantine). L'objectif principal de cette étude était
d'évaluer I'activité antibactérienne de ces microorganismes contre les bactéries pathogenes en
I’occurrence : Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.
Les microorganismes ont été isolés a partir de plantes sélectionnées en utilisant des techniques
specifiques d'isolement. En fait, 24 isolats bactériens et 11 isolats filamenteux ont été obtenus. Ensuite,
les isolats ont été soumis a des tests d'antagonisme pour évaluer leur activité antibactérienne contre les
souches pathogénes mentionnées précédemment. Les résultats de ce test ont permis de constater que les
valeurs d’inhibitions varient entre 0.5 et 1.3 cm suivant I’isolat. En effet, le meilleur effet inhibiteur a
été développé par les isolats suivant : B6 (isolat bactérien) et M3 (isolat filamenteux) et ce, sur les
bactéries Gram+ et Gram — testées et par 1’isolat filamenteux (M4) sur les bactéries Gram+. Les isolats
bactériens (RB1, RB7) et I’isolat filamenteux (RM1) développent un effet antagoniste moins important
sur les deux types de souches bactériennes testées, variant entre 0.5 et 0.9. Par la suite, les isolats ayant
une activité antibactérienne prometteuse ont été identifiés en utilisant des examens microscopiques et
macroscopiques, ainsi que des tests biochimiques. Les résultats ont permis d'identifier les isolatscomme
étant, trois souches bactériennes du genre Bacillus (Bacillus spl., Bacillus sp2. Et Bacillus sp3.) et trois
especes de moisissures a savoir : Fusarium oxysporum, Aspergillus oryzae et Fusarium solani. La
détection des enzymes a été réalisée par I'évaluation de l'activité amylolytique, protéolytique et
lipolytique. En faite, le résultat de ce test montre que la souche Bacillus spl capable de produire les trois
types d’enzymes testées.La tolérance a la température a été étudiée, révélant que Fusarium oxysporum
était capable de se développer a une température de 45°C, tandis que les trois souches bactériennes du
genre Bacillus étaient tolérantes a une température de 50°C.Une fermentation en flacons agités a été
réalisée pendant 96 heures pour produire des métabolites extracellulaires. Les métabolites ont ensuite
été filtrés et leur effet antagoniste contre les souches pathogenes mentionnées précédemment a été
évalué. Les résultats ont montré que les métabolites extracellulaires secrétés par Bacillus spl. et F.
oxysprum, les souches ayant des caractéres biotechnologiques intéressante avaient un effet inhibiteur
significatif sur E. coli et P. aeruginosa.Cette étude met en évidence le potentiel des microorganismes
endophytes et de la rhizosphére de Haloxylon scoparium et Opuntia ficus-indica en tant que sources de
microorganismes présentant une activité antibactérienne contre des souches pathogénes. Pour conserver
la biomasse aprés la fermentation, les souches sélectionnées ont été lyophilisées et transformées en

poudre a I’aide d’un lyophilisateur.

Mots-clefs : Bacillus sp., Fusarium oxysporum, Aspergillus oryzae et Fusarium solani, rhizosphére,

microorganismes endophytes, activité antibactérienne.
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8- Abstract

This study focuses on the isolation, identification, and selection of endophytic and rhizosphere
microorganisms from Haloxylon scoparium in the Lahmar region (Béchar) and Opuntia ficus-indica in
the Tafrant region (Constantine). The main objective was to assess the antibacterial activity of these
microorganisms against pathogenic bacteria, including Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa. Specific isolation techniques were employed to isolate
microorganisms from selected plants, resulting in the acquisition of 24 bacterial isolates and 11
filamentous isolates. Subsequently, the isolates underwent antagonism tests to evaluate their antibacterial
activity against the aforementioned pathogenic strains. The results indicated inhibition values ranging
from 0.5 to 1.3 cm, depending on the isolate. Notably, the most potent inhibitory effects were observed
with isolates B6 (bacterial) and M3 (filamentous) against both Gram-positive and Gram- negative
bacteria, while the filamentous isolate M4 exhibited significant inhibitory effects against Gram- positive
bacteria. The isolates RB1, RB7 (bacterial), and RM1 (filamentous) demonstrated less pronounced
antagonistic effects, ranging from 0.5 to 0.9, against the tested bacterial strains. Promising isolates with
antibacterial activity were further identified through microscopic and macroscopic examinations, as well
as biochemical tests. The results revealed three Bacillus bacterial strains (Bacillus sp1, Bacillus sp2, and
Bacillus sp3) and three mold species (Fusarium oxysporum, Aspergillusoryzae, and Fusarium solani).
Enzyme detection assays showed that the Bacillus spl strain was capable of producing all three tested
enzymes. Temperature tolerance studies demonstrated that Fusarium oxysporum could thrive at 45°C,
while the three Bacillus bacterial strains were tolerant to 50°C. Furthermore, flask fermentation was
conducted for 96 hours to produce extracellular metabolites, which were then filtered and evaluated for
their antagonistic effects against the aforementioned pathogenic strains. The results indicated that the
extracellular metabolites secreted by Bacillus spland F. oxysprum exhibited significant inhibitory effects
on E. coli and P. aeruginosa, showcasing their biotechnological potential. This study highlights the
antibacterial activity of endophytic microorganisms and rhizosphere from Haloxylonscoparium and
Opuntia ficus-indica against pathogenic strains. To preserve the biomass post-fermentation, selected

strains were lyophilized and transformed into powder using a lyophilizer.

Keywords: Bacillus sp., Fusarium oxysporum, Aspergillus oryzae, Fusarium solani, rhizosphere,

endophytic microorganisms, antibacterial activity.
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Annexe 1

1.1-Milieu GN Gélose nutritive

Gélose nutritive (GN) ou gélose ordinaire, est un milieu d’isolement non-sélectif dont la
Composition chimique théorique en g/LL d’eau purifiée est :

Peptone 10

Extrait de viande 5

Chlorure de sodium 5

Gélose 15

PH 7.2, autoclaver 15 minutes a 120°C (Guiraud, 1998).

1.2-Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Laver et couper en petits cubes 200g de pommes de terre non pelées. Les mettre dans un litre
d’eau distillée et porter a 1’ébullition pendant une heure. Ecraser, filtrer et compléter un litre.
Composition du milieu finale :

Extrait de pomme de terre 1000ml

Glucose 209

Agar 15¢g

Stériliser 30 minutes a 110°C (Larpent, 1997)

1.3- Milieu gélose au lait (g/l)

Poudre du lait 28
Peptone de caséine 5
Extrait de levure 2.5
Dextrose 1
Agar 15



1.5- Milieu optimum

(9/)

Saccharose 20

Peptone 30

Extrait de levure 7

KH2PO4 1,9

Solution d’oligoéléments : (mg. 1)
CusO4 0,001

FeCl3.6H20 0,005

NaZzMoO4 0,004

Kl 0,002
ZnS04.7H20 0,014
H3BO3 0,01

Acide citrique 10
Solution de Mn/Mg : (mg.I?)
MnSO4.H20 3,6

MgSO4 45
1.6- Milieu PDB
1 litre d'eau

10 grammes de pomme de terre (en purée ou en poudre)

1 gramme de dextrose (glucose)



Annexe 2

Lugol : Le lugol est une solution iodée utilisée en laboratoire et en médecine. Elle contient du
diiode (12) et de I'iodure de potassium (KI) dissous dans de I'eau. Le lugol est souvent utilisé
pour détecter la présence d'amidon dans les aliments ou pour réaliser des tests de coloration sur
les tissus biologiques.

Fuchsin : Le fuchsin est un colorant organique de la famille des phénazines. 1l est souvent
utilisé en histologie et en microbiologie pour colorer les tissus biologiques et les échantillons
bactériens. 1l existe plusieurs types de fuchsines, comme la fuchsine acide et la fuchsine
basique, qui ont des applications spécifiques.

Blue coton : Le terme "blue coton" n'est pas couramment utilisé en laboratoire. 1l est possible
que vous vous référiez a une substance spécifique ou qu'il s'agisse d'une erreur de traduction
ou d'une faute de frappe. Veuillez fournir plus de contexte pour que je puisse vous aider de
maniere plus précise.

H202 : L'H202 est la formule chimique de I'eau oxygénée, une solution liquide incolore
utilisée comme agent oxydant, désinfectant et décolorant. L'eau oxygénée se décompose
facilement en eau (H20) et en oxygene (O2), libérant ainsi de I'oxygene actif qui peut étre utile
pour diverses applications.
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biotechnologiques intéressante avaient un effet inhibiteur significatif sur E. coli et P. aeruginosa. Cette étude met en
évidence le potentiel des microorganismes endophytes et de la rhizosphére de Haloxylon scoparium et Opuntia ficus-
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poudre a 1’aide d’un lyophilisateur.

Mots clés : Bacillus sp., Fusarium oxysporum, Aspergillus oryzae et Fusarium solani, rhizosphére, microorganismes
endophytes, activité antibactérienne

Laboratoire de recherche : Laboratoire de Mycologie, Biotechnologie et de I’ Activité Microbienne (LaMyBAM).

Jury d’évaluation

Président : Pr. KACEM CHAOUCHE Noureddine. (Université Freres Mentouri, Constantine 1).
Examinateur : Dr. MOSBAH Asma. (Université Fréres Mentouri, Constantine 1).

Encadrant : Dr. MILET Asma. (Université Fréres Mentouri, Constantine 1).




