TP N° 3: Test d’antagonisme
L’objectif de ce travail est la mise en évidence d’antagonisme entre certaines moisissures et certaines bactéries et la sélection des isolats fongiques développant un effet sur des bactéries-test et ce par l’excrétion des substances actives. La technique repose sur la méthode de diffusion dans un milieu gélosé. 

N.B. Le procédé nécessite des bactéries- test de 18 heures sur bouillon nutritif ou milieu équivalent, donc il faut les préparer la veille.

Protocole expérimental 
 - Préparer les cultures de 18 h d’Escherichia coli et Bacilllus subtilis dans des tubes à essai.

- Préparer des boites de Pétri contenant de la gélose nutritive et laisser les sécher.

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne standardisée et ensemencer uniformément toute la surface de la boite de gélose nutritive.
- Laisser sur la paillasse pour séchage de la surface (environ 5 min)

- Préparer des disques de 5 mm de colonies des isolats (ensemencés précédemment) par l’utilisation d’un perforateur en cuivre.

- Déposer les sur la gélose déjà ensemencée par les bactéries test (le mycélium doit être en contact avec les bactéries)

- Après  un deuxième séchage, les boites Pétri doivent être incubées à 35 °C pendant 18 heures.

- Mesurer les diamètres des zones d’inhibition (si elles existent) au millimètre.

- Sélectionner les isolats performants.

