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Résumé

L’étude des microorganismes du compost organique est le but de notre
travaille, les résultats montrent que diversité microbienne, bactéries, champignons et
actinomycetes, varie selon le milieu de culture et les conditions favorables pour chacun (la

température d’incubation ...).

Sur trois échantillons du compost organique étudiés ,on trouve 3 genres de
champignons ont été isolées et identifiées .parmi ces genres, on trouve les penicilliums spp
Fusariumspp, et des bactéries a Gram positif et a Gram négatif qui caractérisé
phénotypiquement a base de leurs propriétés macroscopiques et microscopiques apres
isolées et purifiés afin d’identifié par les tests biochimiques ( coloration de Gram , test
oxydase ...) et certaines souches bactériennes comme les entérobactéries on a confirmé son
identification par les Galeries biochimiques ( Galerie Api 20 E ),parmi ces souches :

Salmonella spp , shigella .

On a trouveé un effet antagoniste de la souche ps.orzihabitansquiinhibe les

bactéries pathogenes.

Ainsi que il y a un effet antagoniste de ces souches bactériennes sur
I’agent phytopathogene : fusarium spet cette étape nous travaillons par des confrontations

in vitro.

Mots clés : Agent phytopathogene , Compost, Effet antagoniste,



Abstract

The study of the microorganisms of organic compost is the goals of our work, the
results show that microbiol diversity, bacteria, fungi and actinomycetes vary according to

the culture medium and the favorable conditions for each ( the incubation temperature ...)

On three samples of the organic compost studied, we find penicillium sp ,fusarium
sp and Gram negative and Gram positive bacteria which characterized phenotypically
based on their macroscopic and microscopic properties after being isolated and purified in
order to be identified by biochimical tests ( coloration of Gram , oxydas test , ect ...) and
certain bacteria such as enterobacteriacea , its identification was confirmed by the (Galerie
Api ) among them : salmonella spp , shigella.

An antagonistic effect of ps.oryzihabitant strain has been found which inhibits

pathogenic bacteria.

Keywords : Pathogenic agent,compost , antagonist effect
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MEL :Mlebiose.

ml: Millilitre.

MLT : Malate.

MNE : mannose.

N2 : Nitrite

Nacl : Solution chlorure de sodium.
NaOH : Hydroxde de sodium.
ND : non déterminé.

NE : Non entérobactérie.
NIT : nitrate de potassium.

NO3- : L’ion Nitrate.



NR+ : Nitrate réductase positive.

NR- : Nitrate réductase négative.

NR1 : Reactif nitrate réductase 1%.

NR2 : Réactif nitrate réductase 10%.

02 : Oxygene.

ODC : Orthinedécarboxylase.

ONPG : Ortho-nitro-phényle-B-D- Galactopyranoside.
OX : Oxydase.

PAC : Phényl-acetate.

PAL.: R-naphtyl phosphate.

PH : potentiel hydrogeéne.

PNPG : p-nitro-phényl- Dgalactopyranoside.
RAF : raffinose.

RHA : Rhamnose.

RM : Rouge de méthyle.

SCN : Staphylococcus coagulas négative.
SM : solution mére.

S203 : Thiosulfate

SOR : Sorbitol.

SS Agar : Salmonella-shigella agar.
Staph : staphylocoque.

TDA : Tryptophane désaminase.

TRE : tréhalose.



UFC : unité formant clone.

gl : Microlitre.

URE : Urée.

VF : viande foie.

VP : Pyruvate de sodium.

VP1 : Creatinine a1%.

VP2 : Poudre de potasse a10%.

XLT : Xylitol.
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INTRODUCTION

Le compost représente un partie de cycle naturel, C’est le résultat de la
décomposition microbienne de la matiere organique qui morte dans les conditions

aérobies (en présence 1’oxygene) (Grand .A ,2020).

Il est obtenue au cours du traitement de dechets organiques y compris les
matiéres composés de macromolécules biologiques sont produit par les organismes
vivants, lors de cette processus ces molécules sont dégradées sous ’action combinée de
I’eau, de I’air, des champignons, des bactéries, des hexapodes et autres petits

arthropodes. (Leclercy. D ,2002).

Les composts mdrs contient une communauté diversifiée et important de
microorganismes meésophiles, et donc I’amendement du sol par le compost signifie aussi
un apport de microorganismes vivants et pas uniquement un apport de matieres

humiferes contenant les composés minéraux.

La nature de la flore microbienne contient généralement des bactéries et des
champignons. (Devisscher .S 1997), les bactéries peuvent étre des millions dans un
gramme de terre, elles sont abondantes, on les trouve sur toutes les parties de matiere
organique .Les bactéries I’envahissent, magnent et digérent les tissus en les
décomposant dans des formes plus simple assimilables par d’autres organismes et

bactéries si elles misent en contact de tissus organiques. (Jean —Paul .,2021).

Parmi ces microorganismes vivants , les champignons, qui joue un role de
dégradation de plusieurs sources de carbone, ils sont principalement responsables de la
maturation du compost, ainsi que 1’inventaire de la mycoflore du compost considéré
comme une étape essentielle et préliminaire avant d’utilisation de compost comme
source de nutriments pour les plantes et amendement du sol .1l est trés nécessaire la
connaissance de la diversité fongique qui existe dans le compost afin d” identifier son
impact sur la fertilit¢é du sol , son mode d’emploi optimal et pour la préparation de

certificat des mesures correctives et de la qualité ..(Mouria .B, et al ,2012).

Les microorganismes isolées et caractérisés a partir des composts comme les
especes des actinomycetes (Rabia .A et al ,2007).Elles ont une préférence pour les
matieres organiques dures et se sont elles qui donnent au bon compost cette plaisante

odeur d’humus .Elles sont particuliérement importante dans la formation de cette
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humus ; libérent de carbonne (C) de I’azote nutrique (NH4) et du nitrate d’ammoniac

(NH4) ,mettant ces nutriments a la disposition des plantes .(Jean-paul .C ,2021) .

Ces microorganismes ont un réle de dégradation de la matiere organique et
peuvent exercer une activité antagoniste selon différentes mécanismes incluant : la

compétition, 1’antibiose ...

L’antagonisme étant de type biologique d’interaction entre des organismes
vivants qui a un effet néfaste sur I’un ou les deux partenaires. Ces interactions peuvent
étre neutres, néfastes ou bénéfiques.... (Montesinos et al, 2009). Plusieurs études sur
les phénomenes d’antagonismes entre microorganismes et champignons ont été menées
dans une perspective de lutte biologique avec des résultats notables en phytopathologie.
(Zaremski, A .Gastonguay, L.2009).

Sur notre contexte on a travail pour I’objectif, Isolement et caractérisation
phénotypique et identification des souches a partir de composte organique (gazon,
lapin, vermi compostes), évaluation de 1’effet antagoniste de souche préalablement

isolée.

Dans la partie pratique nous avons isolée des souches bactériennes et
champignons a partir des trois échantillons des composts organiques (le compost de

gazon, compost de lapin et le vermicompost) pris de C. T .V. A de Medea.

Ensuite, nous avons caractérisé les souches a base de leurs propriétes

macroscopiques, microscopiques et biochimiques pour identification ces souches.

Enfin, nous avons réalis¢ deux tests d’antagonisme entre la bactérie
pseudomonas oryzihabitans et d’autres bactéries et test pour le champignon fusarium sp
contre tells bactéries pathogenes. Cela pour étudier le pouvoir inhibiteur des isolats

bactériens et isolats de champignon sur quelques souches pathogénes.

Dans le troisieme chapitre les résultats et discussions de cette étude.
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I- Le compost
I.1. Définition du compost

Le compost est issu de la décomposition de la matiére organique .il comprenait
des déechets de jardin, des déchets solides ménagers, des restes de cuisine, du fumier, des
feuilles, des tontes de gazon, et il ne ressemble guere physiquement a la matiere premiére
dont il est provient. (Shakar, Dalshad, .2021).

Est un produit toujours plus importante (Fuchs et al, 2004), les agriculteurs
utilisent plusieurs type de composte pour le sol pour aider les plantes a pousser, étre
végetalisation des sites utilisés essentiellement les compostes (leclerc, 2001).

Les déchets végétaux, industriels ou animaux, qu’ils soient liquides ou solides,

sont des sources de composte organiques (lyad, 2018)

Des composeurs du compost deux catégories : les microorganismes (bactéries,
champignons, actinomycétes) et macroorganisme (vers...). (Tableau 1) (zeglels et
masscho, 1999).

Tableau 1: Reprenant la quantité d’étres vivants que l’on peut trouver dans un

kilogramme de compost en activités.

Type d’organisme vivant Nombre par kilogramme de composte

Actinomycetes

12100 millions

Bactéries

De 1 a 10 milliard

Champignons

10,000 a 1 millions

Algues

10 millions

Virus

Non déterminé

Protozoaires

Jusqu’ a 5 milliard

Lombrics Jusqu’ a 1000
Collemboles 10,000

Larves et autres insectes 2000
Acariens 10,000
Crustacés Jusqu’ a 1,000
Gasteropodes 20
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I.2Les avantages du compost

Utilisé pour amélioration des productivités de sol.

Améliore ses propriétés physiques, biologique, chimique, texturales de sol pour
augmentation de rendements de culture (sérémé et Mey, 2007).

Composte riche de matiere organiques sont necessaires a la croissance de végetaux.
Améliorant la capacité de rétention d’eau dans le sol parce que le composte étant
compose de particules de tailles différents, il offre une structure poreuse qui

améliore la porosité du sol (charnay, 2005).

1.3. Les inconvénients de compost

Difficulté de transport et stockage parce que le volume et le poids élevé de
compost. (Adrien .L ,2021) ;

Le compost peut s’agir d’un équilibre du contenu en nutriments, contamination
organique et inorganique, agent pathogene provoque une mauvaise qualité et
détérioration de la santé des sols ;

Le compostage est devenu un processus tres technologique .des équipements lourds
sont utilisés pour transporter les composts et traiter leur substrat. (Alferd.G,
Vincent .M, 2020).

Il. Les Processus de compostage :

L’évolution de la température pendant le compostage permet de distinguer 4

phases liées a I’activité des différentes populations des microorganismes (francou, 2003 ;

lachermes, 2010).

I1-1-la phase mésophile :

Enclenche le processus la matiere organique est rapidement biodégradable et

rapidement décomposée par des microorganismes qui colonisent I’environnement. Ce haut

degré de I’activité microbienne augmente la température.

Libérer du dioxyde de carbone (co2) ainsi que une consommation élevée de

dioxygene (02). (Lashermes, 2010).
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I1-2-1a phase thermophile :

Suit quand les températures se stabilisent a plus de 50°C. La matiére organique est

fortement dégradée et une partie importante de 1’eau est évaporée. (lashermes ,2010).

11-3-la phase refroidissement :

Elle se caractérise par une diminution de la qualité de la matiere organique qui

ralentit facilement 1’activité microbienne, ce ci réfrigération au compost. (francan ,2003).
I1-4-la phase de maturation :

Le procédé d’humification est prépondérant, de méme que la lente dégradation
des composés résistantes .cette phase de maturation se poursuit jusqu’a ce que le compost

soit opérationnel. (francau ,2003).
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A : phase mésophile C : phase de refroidissement
B : phase thermophile D : phase de maturation

Figure 1 : Un courbe des phases de compostage. (Znaidi .1, 2002 ) .
I11-Les types de compost

I11-1 Vermicomposte

Le Sol contenant des vers de terre est considéré comme un sol vivant car il
devient fertile et riche en matiere organique et vermi composts il est riche en nutriments
tels que le calcium, potassium, fer et le phosphore qui aident les plantes a pousser
(Spoerri, 2009) et contient un certain nombre d’enzymes qui améliorent les activités des

organismes microbiens, protéase, peroxydase, cellulose (Vinotha, 2000).

De nombreuses études ont démontré I’importance de vermi composte dans

I’amélioration de la production agricole (Coulibaly, 2018). Le vermi composte un
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matériau stable, issu de I’ingestion et de la digestion des déchets organiques par les vers de

terres détritivores, qui améliore les propriétés physico, chimiques de sol (Suthan, 2007)

Vermi compost ou lombri compost il s’agit du processus par lequel les vers de
terre transforment les déchets organique en matériau stable et constitue un complément
nutritionnel capable de régénérer de sol, consistance d’un terreau, le structure en turriculés

permet facilement dégradable par microorganismes de sol.

Vermi compostage permet d’obtenir le compost organique sont meilleure qualité
et plus rapidement, les quatre facteurs sont nécessaires pour mener le processus de vermi

compost :

— bonne vers de terre ;
— matieres premiére c’est bonne ;
— conditions environnements pertinence ;

— bonne systeme de compostage ; (Sierra ; 2011)

Figure2 : vermicompost (Alfred.G,2020).

I11-2-compost de gazon

Le gazon est une bonne matiére organique végétale qui utilisé dans le processus
de compostage.(Halliche .S, Selmane .S, 2019-2020).

Il y a plusieurs de types de gazon vue que son rdle dans le sol et I’environnement,
qui est y a un impact écologique positif sur I’environnement. D’abord, un gazon humidifier
et dépoussiere de 1’air et calmer les bruits aussi. Dans le sol d’une pelouse la plupart des
contaminants de 1’environnement se décomposer naturellement en produits et matériaux

pures. En plus, il capte autant de CO2 qu’une forét de méme surface et libére O2.
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Le gazon représente également une importante consommation en eau pour
I’arrosage ....Cependant il subir des certains ennemies comme les parasites ... (MM
.Deschodt et Desguée ,2014)

Figure 03 : le gazon. (Original).

Il consiste en un rapport important d’azote .mais la grande quantité¢ de gazon
rendre et reste la surface de la plateforme du compost imperméable et capable de se passe
une fermentation facilement et alors le compost va s’étouffer puis le développement des

bactéries aérobies va étre ralenti. (Hallich. S, Selmane. S ,2019-2020).
111.3. Compost de Lapin

Le fumier de lapin est utilisé pour faire du compost et fertiliser la terre qui riche
en azote, en potasse et en phosphore et bien d’autres matieres, les crottes de lapins est ont
I’avantage d’activer et de chauffer le compost alors qui permet de nourrir toutes les plantes

et de conférer le jardin.

Les crottes de lapin sont les plus précieuses de tous les types de fumier a partir
d’animaux en raison de sa composition qui plusieurs fois supérieure a la quantité de
nutriments obtenus par d’autre fumier (fumier de mouton, fumier de cheval, fumier

d’oiseau ou de vache).

De plus, les lapins nourrissent par des aliments riches en végétaux, herbes et

Iégumes. Par consequent, le fumier est également riche en humus, excellent pour la terre.
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11 constitué d’azote, de potassium, de magnésium, de phosphore et de calicium.Il
contient également 60% de matiére organique et d’autres éléments comme le fer, le

sodium, le manganése, le zinc.

Leur nombre correspond de la région ou les lapins sont élevés et du régime
alimentaires. (Bensallem .N ,2022).

Figure 4 : Le lapin (ALNoubi.A,2019).

I11.3.1. Les avantages d’utilisation du fumier de lapin
Le fumier de lapin possede propriétés qualitatives :

e Il a une faible humidité (I’eau ne dépasse pas 56%) ;

e |l ne présente pas d’odeur forte, ni d’ceufs de vers ;

o |l est facile a collecter et a stocker car il a une consistance est dense et la
substance est séche ;

e |l capable de mélanger avec d’autres types de fumiers ;

e [l allege parfaitement le sol, méme les sols argileux lourds .De plus, il n’y a
aucun risque d’introduire des graines de mauvaises herbes dans le sol .En
cours de digestion, elles sont complétement transformées ;

e |l peut étre utilisé pour :

- cultiver divers types de champignons ;

- nourrir toutes les plantes (arbres fruitiers, plates-bandes ...) ;

- nourrir le potager : tomates, citrouilles, pommes de terre, courgettes... ;
- Fertiliser les baies.

10
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II réside dans le fait qu’il toxique, son seul inconvénient .Si la substance est
appliquée sous sa forme pure, les plantes seront brulées .Le sol sera sursaturé en azote, du

méthane sera libéré. (Bensallem .N ,2022).

Figure 05 : compost de lapin (Benhassem.N,2022).

IV -Microorganismes

Les principaux micro-organismes qui interviennent dans la décomposition de la

matiére organique sont les bactéries, les champignons et les actinomycetes.
IV.1. Les bactéries

Elles sont treés abondantes dans la matiére organique en décomposition. D’ailleurs,
d'aprés Mustin (1987) les bactéries seraient responsables de 80 a 90% de D’activité
microbienne lors du compostage actif puisque les bactéries ont absolument besoin d’azote

et de carbone qu’elles trouvent abondamment dans la matiére organique. (Michaud, 2007).
IVV.1.1.Pseudomonas oryzihabitant

Pseudomonas oryzihabitants ou flavimonas oryzihabitants .Le genre
Pseudomonas, décrit en 1894 par Migula, comprend une grande variété d’espéces classés

aux moyennes des techniques traditionnelles d’identification biochimique.

Actuellement, il s’agit d’un genre qui dynamique dans le nombre d’especes
.Pseudomonas oryzihabitants, qui était initialement nommé chromobactérium typhiflavum,
a éte classe par le Center for Disesase Control (CDC) comme flavimonas car il est oxydase

négatif (une caractéristique biochimique qui le différencie des especes de pseudomonas.Le

11
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nom du genre est donné par son étymologie, qui correspond a Flavus : jaune et monas :
unité .L’espeéce est dérivée d’Oryza, qui signifie qu’ils habitent, coincidant avec les
nombreux microorganismes provenant de cultures de riz. (Gutiérrrez Bustos .D et al,
2009).

Pseudomonas oryzihabitants est une bactérie Gram négative, aérobie strict,
mobile, en forme de batonnet .1l produit généralement des colonies colorées en jaune sur
gélose au sang. L’identification, basée sur les caractéres biochimiques. (David .C et al,
1994.Se cultiver bien en milieu macconkey en agar et en cétrimide agar (Gutiérrrez

Bustos .D et al, 2009) .On la trouve dans un environnement humide tel que le sol.

Ainsi que cette bactérie n’est qu’une cause rare d’infection humaine .il a été
rapportée qu’il une bactériémie chez les patients gravement malades ou immunodeéprimés
.... (David .C et al ,1994).

IVV.1.2. Staphylocoques aureus

Staphylocoques aureus reste 1’une des bactéries les plus importantes sur le plan
clinique. (S.Hewagama et al .2016). Elle est principalement présent au niveau de la flore
résidente de la peau de I’homme et des animaux .L’habitat préférentiel de S.aureus chez
I’homme est la muqueuse nasale et peuvent étre colonisés dans d’autres sites : muqueuse
digestive, périnée, vagin ... (Clave D.2013).Le genre staphylococcus appartenait a la
famille des Micrococaceae qui contenait trois autres genres : Microcoques, Planococcus et

Stromatococcus. (Federighi ,2005).

Figure 6: coloration de Gram de staphylocoque. (Original)

S. aureus est I'un des principaux microorganismes responsables d’infections

nosocomiales. La contamination essentiellement d’origine humaine et les voies de

12
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transmissions identifiées sont liées au contact entre les individus, avec les surfaces
contaminées. (FARRINGTON et al ,1992).

1VV1.3.Les entérobactéries
1VV.1.3.1. Définition

Les espéces d’entérobactéries sont des batonnets anaérobies facultatifs
appartenant a la famille des Entrobacteriaceae. (Quraishi. M et al ,2019).Ce sont des
bacilles a Gram négatif qui présent au niveau de la flore gastro-intestinale normale de tout
étre humain. Les entérobactéries sont aussi les plus fréquemment isolées dans les
spécimens cliniques. Elles peuvent causer beaucoup des infections, des infections
urinaires, des bactériémies, des pneumonies et des infections intra-abdominales. (Boivin .S
et al .2016).Le potentiel de transmission des entérobactéries est éleve et soutenu,

connaissant une diffusion accélérées a travers le monde. (Québec.2016).

Figure 7:Entérobactérie (Ray .M .2021).

1VV.1.3.2. Habitat des entérobactéries

Les entérobactéries sont des hotes normaux du tube digestif de I’homme et de tous
les animaux a sang chaud.). (Chekroud. R, Fathi .R ,2017). ce sont des microorganismes
ubiquitaires ,ils ont un habitat tres large et divers écosystemes telluriques et aquatiques, on
les rencontre a grande I’échelle dans I’environnement et les milieux humides comme :1’eau
(I’eau de mer ,I’eau d’égouts et 1’eau douce ), le sol en raison de leurs caractéristiques
biochimiques et métaboliques ,certains souches fonctionnent avec le cycle de dégradation
de la matiére organique chez les végétaux ou par l’augmentation de la fixation et

I’accumulation de I’azote atmosphérique ,ils dégradent la matiére organique et favorisent la

13
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croissance des plantes .(c’est-a-dire des bactéries saprophytes ). (Berrihil .H ,Bouzeraa
A 2018).

Klebsiella pneumoniae est une bactérie saprophyte et trés répandue dans la nature,
mais elle peut se trouver dans le tube digestif et les cavités naturelles surtout les voies

respiratoires de I’homme a 1’état commensal.

Entérobacter cloacae est isolé de féces, chez I’homme, et on le rencontre dans la
nature, dans les eaux usées, le sol, les aliments et 1I’environnement hospitalier. (Chekroud

R, Fethi .R.2017).
1VV.1.3. Les Bacillus

Les bactéries du genre Bacillus sont des bacilles a Gram positif, aéro-anaérobies
facultatives, sporogénes. Ce genre est hétérogéne. Elle est constituée des bactéries
ubiquitaires, telluriques et sporulées rencontrées dans I’eau, le sol, les maticres fécales de
I’homme et des animaux, les plantes et les poussiéres.la majorité de ces bactéries sont peu
pathogéne pour I’homme sauf deux espéces : B.anthracis, qui est responsable de charbon,
et B.cereus est responsable des toxi-infections alimentaires et des infections opportunistes,
locales ou telluriques ,et elle I’espéce la plus souvent isolée de produits pathologiques

.(Teyssou .R et al ,1998).
IV.1.4.Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa a été isolée en 1882 par Gessard pour la premiére fois.
C’est une bactérie de la famille des pseudomonadaceae.Cette famille se compose
de dix genres .le genre pseudomonasregroupe 7 especes (Chaker. H, 2012). Elle
est présente dans 1’environnement, on la trouve dans de nombreux milieux :
végetaux, poussieres, aliments crus (comme les légumes : tomates, carottes...) et
méme quelque fois commensal du tube digestif de I’homme (Lecler. H,
2002).C’est une bactérie saprophyte d’eau, ubiquitaire de 1I’environnement Humide.
Son réservoir naturel est le sol, les lacs, les riviéres, 1’eau polluée, les Piscines.
(Floret ,2009). 11 s’agit d’un bacille sous forme de batonnet de (1 a 5)um de
longueur et (0,5 a 1um) de largeur. (Chaker H, 2012), de Gram négatif strictement
aérobie, non sporulée, généralement non capsulée mais parfois entourée d’une
pseudo- capsule, elle trées mobile a cause de la présence de plusieurs flagelles
Polaires (Claved ,2011).
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Figure 8: Pseudomonas aeruginosa (www.pseudomonas.com)

IV.2. Les actinomycetes

Les actinomycétes arrivent en deuxiéme position aprés les bactéries dans le
compost ; ne sont pas confortables dans des conditions d’humidité et d’acidité (pH moins
de 5) importantes. En s’attaquant principalement aux matic¢res organiques plus résistantes,
telles la cellulose et la lignine. Les genres Streptomyces et Nocardia représentent environ
90% de la biomasse des actinomycétes présents dans le compost. Les actinomycetes sont

souvent associés aux odeurs aromatiques du sol ou des composts matures (Mustin, 1987).
IV.3. Les champignons

Les champignons se trouvent en moins grande quantité que les bactéries et les

actinomyceétes ils représentent une masse plus importante dans le compost.

IIs n’apprécient pas les températures extrémes, ce qui explique leur présence en
périphérie du compost. Contrairement aux bactéries. Les champignons ont la capacité de se
développer lorsque les conditions d’humidité sont minimales. Ils sont, parmi les

microorganismes, les plus adaptés aux conditions d’acidité.

La majorité des champignons sont mésophiles et se développent entre 5°C et
37°C. Méme si certains champignons (Geotrichium candidum, Aspergillus fumigatus,
thermoascus aurantiacus, Torula thermophila) peuvent croitre a des températures au-dessus
de 50°C (Finstein et Morris, 1975).
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IV.3.1. Le genre Fusarium

Les Fusarium sont des champignons filamenteux dont le genre « Deutéromycete »
a eté décrit pour la premiere fois en 1809 par Link, directeur du Jardin Botanique de
Berlin, sous le nom de Fusisporium. Ce genre regroupe de nombreuses especes. (Heit .S,
2015).

Les espéces de fusarium sont des moisissures, on la trouve dans 1’environnement,

ainsi que 1’eau et le sol, et sont d’importants agents pathogénes des plantes.

Le genre fusarium est divisé en complexes d’espéces .Les espéces les plus
fréquemment impliquées dans les infections humaines sont le complexe d’espéces
fusarium oxysporum FOSC, le complexe d’especes fusarium solani FSSC ...Ces différents
complexes ont des traits de culture macroscopiques et microscopiques assez similaires , ce
qui rend difficile [D’identification de complexes d’espéces avec des méthodes
phénotypiques. En conséquence, il est nécessaire d’utiliser des méthodes de biologie

moléculaire pour I’identification des complexes espéces. (Dr Debourgogne. A, 2019 )

Figure09: Aspect microscopique de fusarium sp.(Blancard .D ,2015).

Les moisissures de ce genre sont trés répandues et elles peuvent étre observées sur
presque I’ensemble de la surface du globe. Chaque espéce nécessite des conditions

environnementales optimales pour sa croissance et sa reproduction.

Les Fusarium touchent aussi bien le régne végétal que le régne animal. Les effets

sont divers selon 1’espéce affectée et peuvent étre directs ou indirects.. (Heit .S, 2015).
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IV.3.2. Le genre penicillium

Les espéces de penicillium font partie des principaux agents responsables de la
détérioration des aliments, entrainant des pertes économiques importants et un risque
potentiel pour la santé des consommateurs .Ces champignons ont été isolées de diverses

matrices alimentaires.

L’espece le plus connus a ce jour est le penicillium spp qui I’un des champignons
filamenteux microscopiques les plus courants dans I’industrie agroalimentaire .ces espéces
poussent mieux a des températures comprises entre 5°C et 37°C, un pH de 3 a 4.5 et une
activité de 1’eau de 0.78 a 0.88.

Ils se produisent dans le sol , sur la végétation en décomposition et le compost
sur les épices , les céréales , les aliments séchés , dans les légumes et les fruits ,ainsi que
dans la poussiére et 1’air ,il y a des espéces fongiques comme le penicillium (p) ,crustosum
et p. verrucosum , ont déja été identifiées parmi les fromages contaminant la mycoflore
avec des températures de croissance optimales entre 15 °C-25 °C .(Demajanova .S
,2021).

IVV.3.3. Le genre Aspergillus

C’est genre appartenant a la classe des asccomycétes. (Labiod .F, Chaibras .S
,2015), les aspergillus sont des moisisssres, prés de 300 espéces composent ce
genre, parmi lesquelles Aspergillus fumigatusest I’espéce la plus fréquement en
pathologie humaine dans des régions chaud. (ANOFEL ,2014).ils se développent
sur la matiére organique en décomposition dans le sol, les céréales, le compost et
les denrées alimentaires .on la trouve plusieurs espéces d’Aspergillus dans
I’entourage humaine en particullier dans 1’air et la poussiére ainsi que quelques
especes peuvent étre pathogenes pour I’homme et les animaux et capable d’envahir

les tissus vivants et causer des aspergilloses. (Labiod .F, Chaibras .S ,2015).

17



Chapitre I: Synthése Bibliographique

Figure 10 : Aspergillus Fumigatus.(Dominique .H ,2010) .

V .La lutte biologique
V.1. Définition

Est toute forme d'utilisation d'organismes vivants ayant pour le but de limiter la
propagation et/ou la nuisibilité des ravageurs des cultures, rongeurs, insectes, et acariens,
nématodes, agents des maladies des plantes et mauvais herbes .L'organisme vivant utilisé
comme un agent de lutte est un "auxiliaire” de I'nomme. (Jourdheuil, P.crison et A.
fraval.1991). Dans la N.I.M.P. (Norme international pour les mesures phytosanitaires)
de2005, la lutte biologique est « une stratégie de lutte contre les organismes nuisibles qui
fait appel aux auxiliaires (les arthropodes, les bactéries ...) insectes stériles, compétiteurs,

antagonistes ... ». (Thiec .M ,2007).

La lutte biologique commence depuis plusieurs décennies qui faire pour diminuer
la prolongation ou diffusion d’un insecte ou plante exotique, qui venir volontairement ou
bien par négligence dans un écosysteme différent de son milieu d’origine. (Thiec.M
,2007).

V.2. La lutte contre les bactéries, les parasites et les maladies

Un des avantages de compost c'est la lutte contre les bactéries, les parasites et les
maladies. Le compost permet de diminuer significativement les nombres des bactéries et
parasites. Il peut assurer la santé contre les bactéries de types salmonelle, qui
éventuellement observés dans les débris avicoles, par le compostage de 6 semaines a 2
mois , avec retournements a 7 jours d'intervalle dans bonnes conditions météorologiques,
c'est ce que certains études ont observé ,cependant ,le compostage ne garantit
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I'nygénisation d'un produit d'origine de certains parasites que s'il est réalisé dans des
bonnes conditions, c'est fondamentalement la température fonctionner comme un
indicateur .En plus , le compost peuvent de répression des certains maladies des plantes qui

causées par des champignons ou par les nématodes.(Aya ,2016).
V.3. Modes actions

V.3.1. Les Bactéries

V.3.1.1. L’ Antagonisme microbienne

L’antagonisme microbien impose une relation directe entre I’agent pathogene et la

bactérie.
» La compétition

La compétition est caractérisé par un mode action qui nécessite la présence
simultanée des deux compétiteurs dans la méme niche écologique, il n’y a pas d’action a
distance. 1l y a des phénomenes compétitifs en particulier pour les éléments nutritifs, par
exemple : la compétition pour le fer entre Pseudomonas producteurs de sidérophores et
bactérie et champignons pathogénes, la compétition pour le Carbonne entre les souches
pathogenes et non pathogénes de fusarium oxysporum(espéce de champignons

ascomycetes.
» L’antibiose

L’antibiose étant de la production par 1’agent de la lutte biologique de métabolites
toxiques pour 1’agent pathogene .on peut concevoir que ce mode d’action ne nécessite pas

un contact étroit entre les deux protagonistes.

Il 'y a nombreux des microorganismes produisant des substances toxiques parmi

eux : pseudomonas, bacillus ...

Les substances secrétées responsables de I’activité antagoniste sont de nature

chimique trés variée.
V.3.1.2. L’induction de résistance

- Les mécanismes de 1’induction de résistance sont :

= Epaississement de la paroi végétale.
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= Productions de molécules de défense (phytoalexines, protéines PR).
- Les conséquences pour 1’agent pathogeéne sont :
= Un arrét de son développement, n’entrainant pas nécessairement sa mort, ni
méme
= diminution de densité.
= Une inhibition de son activité infectieuse.

= Sa mort.

La fongistase correspond a une inhibition de la germination des spores fongiques
dans le sol. Elle due essentiellement a I’action des agents de lutte biologique agissant par

compétition trophique ou par antibiose. La fongistase continuée peut entrainer la mort.

Les différents modes d’action ne sont pas incompatibles, et peuvent méme étre
complémentaires .une méme espéce ou une méme souche peut avoir plusieurs modes

d’action.

Les bactéries ont montré un potentiel pour la lutte contre les maladies des plantes

incluant de plusieurs genres.

Les travaux de Thiec , Pseudomonas est un compétiteur pour I’absorption du fer,
et peut aussi produire des antibiotigues ou induire une résistance chez la
plante.Pseudomonas a été inoculé chez de jeunes plantes de vigne, entrainant alors une

résistance au Bortytis cinerea. (Thiec .2007).

Pour I’instant la lutte biologique a eu de meilleurs résultats contre les maladies

souterraines que contre celles concernant les parties aériennes.

Les dégats causés par les pathogénes du sol ont considérablement augmenté ces

dernieres années, ce qui entraine des pertes de rendement.

Il n’y a pas de méthodes satisfaisantes de lutte et peu de variétés résistantes aux

pathogenes du sol sont mises sur le marché. Il y a 1a un marché potentiel pour 1’avenir.

Les bactéries du genre Pseudomonas bénéficient d’une attention particuliére car

quelques grammes ou milligrammes/hectare suffisent pour I’amélioration du rendement.

Leurs effets utiles sont souvent décrits mais leurs mécanismes d’action sont peu

documentés.

20



Chapitre I: Synthese Bibliographique

Ces mécanismes sont pourtant essentiels pour la maitrise de lachers fiables a plus

grande échelle.

Les résultats obtenus en laboratoire ou sous serres expérimentales sont variables

et ne donnent pas de résultats positifs sous serres commerciales ou en plein champ.

Les Pseudomonas sont instables pendant leur conservation, et au cours de leur
production a grande échelle, et sont sensibles aux facteurs environnementaux, ce qui

pourraient expliquer cette variabilité entre les résultats. (Thiec .2007).
V.3.2. Les champignons

La lutte biologique utilisant les champignons que les micromycétes. (Thiec
.2007).

»  Les champignons phytopathogéenes

Ce mode d’action est similaire a celui des bactéries surtout les modes antagonistes
comme la compétition pour les substrats et les sites d’action et aussi 1’antibiose, certains
souches produisent des antibiotiques et autre métabolites secondaires comme les

streptomyces, penicillium, Trichoderma ...
> Les champignons entomopathogenes

Les champignons entomopathogenes représentent plus de 700 especes de

microorganismes (Stames et al ,1993).
Elles importantes dans la régulation naturelle des populations d’insectes.

On les retrouve dans les Ascomycétes, Deutéromycetes, Mastigomycetes et les
Zygomycetes.

Metarhizium anisopliae utilisé pour controler les populations de charangons des
cultures de betterave, aujourd’hui, M.anisopaliae et mycocaricides sur le marché
mondiale : a eux deux, ils représentent plus de la moitie de produits commercialisés. (Win
Chin .J, 2021).

Selon les travaux de Hamoudi sur Verticillium lecanii représenter que utilisé
pour la lutte biologique contre les processus sur chrysanthémes de serre, il active sur

Puccinia horiana aussi .(Hamoudi .Z ,2021) .
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La spécificité de 1’hote et aussi la pathogénicité des métabolites secrétés sont des

facteurs importants dans le choix de I’isolat fongique.

Les seuls points limitant pour la culture en champ sont les facteurs abiotiques qui

peuvent limiter leur développement, diminuant leur efficacité. (Thiec ,2007).
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I. Matériels :

I. 1Réactifs et solutions :
-Eau distillée
-disques d’oxydase.
-Eau physiologique
-Eau oxygénée
-Huile de vaseline
-Huile a immersion
-Alcool

-Ethanol

-Fuchsine

-Violet de gentiane

-Solution de lugol
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Il. Méthode
I1.1. Objectif
Les objectifs du présent travail sont :

e Isolement et caractérisation phénotypique et identification des souches a partir
de composte organique (gazon, lapin, vermi compostes)

e Evaluation de I’effet antagoniste de souche préalablement isolée
11.2. Lieu de travail :

Ce travail a été réalisé au laboratoire microbiologie de la faculté des sciences
de la nature et de vie de I’'université Yahia farés de Médéa et I.N.P.V (institut nationale

de protection des végétaux)
11.3. Echantillonnage

Trois types de composte organique été utilisés dans cette étude : lapin et gazon

et vermi composte, que nous avons ramené de C.T .V .A de MEDEA.

Figure 11 : les photos des échantillons prélevés (original)
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11.4. Préparation de dilutions :
11.4.1. Objectif :

Diminuer la concentration d’une solution en y ajoutant du solvant sans

changer la quantité de soluté.
11.4.2. Méthode :

A I’aide d’une micropipette de 1000pl, une série de dilution (10™ a 10”) a été
préparée pour les trois échantillons (gazon , vermi composte et composte de lapin), en
prélevant 10g du composte et en le plagant dans un flacon stérile contenant 90ml d’eau
physiologique (solution mére) , pour obtenir la premiére dilutions de( 10™) prélevé par
micropipette,Iml de solution de mére dans une tube stérile contenant 9ml d’eau
physiologiques chaque dilution la méme opération est répété jusqu’ a obtention de la

dilution( 10 ) ( Daur et al.,2018)

Figurel2 : Gamme de dilution de trois composte (original)

11.5. Isolement et incubation :

Les boites de pétri portante les indications nécessaire (date, type de milieu
culture, nombre dilution,..).100ul de solution mére ,10%t 10° de dilutions sont
prélevés et etalées sur plusieurs milieu de culture selectif et non sélectif, ont été
incubées a (30 jusqu’37) c° pendant ( 24-72) heures pour les bactéries et( 20-25)c®

pendant (5a7)jours pour les champignon et moisissures (abdesselam et latache,2017).
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11.5.1. Les milieux de culture utilisés :

Le milieu de culture est un mélange de substances, sous forme solide, liquide,

semi-solide permettant la conservation,

organismes. (hibaterahmane, 2019)

-

—
s =7 oo N

croissance et identifications des micro-

Figurel3 : Préparation des milieux de cultures (original)

Tableau 2 : Milieux de cultures

Classification Utilisation L’incubation | Référence
Mac conkey | Sélectif Isolement et la | (30-37) c® (Graffar,1948)
croissance des bacilles | Pendant
Gram négatif tels que la | 24a72h
famille des
entérobactéries et les
NE comme les
pseudomonas .
BHIB Non Sélectif | Croissance de | (30 -37)c®
microorganismes Pendant
exigeant et non exigeant | 24a72h
Héktoen Sélectif Identification (30-37) c° (Djennane et al,
d’entérobactéries Pendant 2009)
Pathogenes 24a72h
VRBG Sélectif Dénombrements des | (30-37) c°
entérobactéries Pendant
24a72h
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Columbia Sélectif Isolement de bactéries | (30-37) c¢°
au sang non exigeantes comme | pendant
streptococcus 24a72h
Chapman Sélectif Permettant la croissance | (30-37) c° (Lanotte et al ,
de germes halophiles | Pendant 2011)
comme staphylococcus | 24a72h
Muller Non Sélectif | Pour ce fait [Deffet | (30-37) c°
hinton antagonisme. pendant 24
a7zh
SS Agar Sélectif Isolements salmonella et | (30-37) c°
schegella Pendant
24a72h
PDA Non Sélectif | Isolement des | (20-25) c°® (btissam,amina et
champignons Pendant allal.,2012)
7 jours
Sabouraud | Classique Isolements et | (20-25) c° (Bianchi et
(non sélectif) | identification Pendant al,2003)
moisissures et levures 7jours
Binette Sélectif Pour isolement | 28C°
d’actinomycete. Pendant
5 jours

11.5.2. Ensemencement des souches :

> Bactéries

Apres I’étalement sur surface d’un milieu culture .Par d’une anse de platine
flambé sur le bec bunsen, on prélevé une colonie sur milieu culture (milieu sélectif).
L’ensemencement est réalisé¢ selon la technique des quatre cadrans (Vincent ,1977).

Trois Répétitions pour chaque échantillon et incubées a (30 a 37) c° pendants 24 a 72

heurs.
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—

Figurel4: Technique d’ensemencement (original)
» Champignons :

Apres un bon développement des souches, on effectue des repiquages de
chaque souche pour purifier les champignons et minimiser les risques de contamination
,se fait par prélevement d’un fragment de souches a I’aide d’une pipette pasteur
stérilises, ce fragment est deposé d’une nouvelle boite pétries et trois Répétitions pour

chaque échantillon (trois) et incubées a 28 c° pendants 7 jours.(Guiraud,1998)

Figurel5 : Repiquage des souches (original)

11.5.3. Dénombrements des souches

Par le loi de kass apres la premiére incubation , en multipliant le nombre des

colonies compotées (x) par le facture de dilution (1\d) et par I’inverse du volume
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ensemencé (v), le nombre totale des souche (N) dans échantillon de départ est exprimé
par UfC mI™ (Aicha, 2019)

11.5.4.La premiére purification des souches :

Apres I’incubation des boites pétri on précédent dans différents milieux de
culture utilisés, on obtenir plusieurs pigments différents (couleur, taille,
forme.....).Chaque colonie obtenu est différente, qui ensemencés dans milieu sélectif
et incuber (30 ¢° jusqu’37¢®) pendant (24-72) heures pour les bactéries .d’autre part,
par couteau de prélevement stérile on coupe de piéces de souche champignon et mettre
dans zones dans la boite pétri qui contenant un milieu culture apres incuber (20-25) c°
pendant (5 a7) jours.

11.5.5. La deuxieme purification :

Apres ensemencement dans les milieux de cultures sélectif, on obtenir des

souches pures pour I’identification des souches.
11.5.6. Conservation des souches :
> Bactéries

Nous assistons de gélose inclinées et ensemencements des souches pures

obtenues a incubation (30a37) c° pendant 24h pour la souche bactériennes, le tube nous

le mettons a frigidaire +4c°

Figure 16: Conservation des souches bactériennes dans gélose inclinées (original)
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» Champignon :

Prélevement deux disques contenant les champignons pur, dépdt les disques
sur gélose PDA et Sabouraud incliné a incubation 28 c° pendant (5a7) jours, les tubes

inclinés sont placés a frigidaire +4 c°

Figurel7: conservation de la souche champignon (original)
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¥ Lecture des oeésultats,
¥ Purification ot conservation.
¥ Identification,

Figurel8 : Schéma présentant le protocole d’isolement des souches. (Najjari et al
,2007).
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11.6. Identification des souches :

La détermination de I’identification des souches bactériennes été réalisé a
I’aide d’un ensemble des tests : coloration de gram, morphologie de la colonie, test

catalase et teste respiratoire et oxydase....
11.6.1. Identification morphologique :
11.6.1.1. Examen macroscopique :

L’identification macroscopiques des bactéries se fait aprés leur croissance
(incubation) sur milieu culture solide (sélectif et non sélectif), elle permet de

détermination 1’aspect macroscopique des colonies (taille, contour, forme, aspect etc.)
(ACEM.K, 2021)

11.6.1.2. Examen microscopique :
% Coloration de GRAM :

La coloration de Gram est une coloration différentielle permettant de classer

les bactéries :
Bactéries Gram+ et bactéries Gram- (Chaima,2019)

» Les étapes de coloration de Gram :

— Lacolonie a éte prélevée a partir d’une culture sur boite pétri et étalée sur lame
de verre qui contient une goute d’eau distille aprés agitation.

— Fixe par la chaleur pendant 1 minute

— Apres la fixation, coloration simple au violet cristallisé pendant 1 minute (60
secondes)

— Laver la lame d’eau du robinet pendant 2 secondes

— Ajouter le lugol ou iode et attendez 1 minute

— Laver la lame d’eau du robinet pendant 2 secondes

— Ajouter alcool pendant 15 secondes

— Laver la lame d’eau du robinet pendant 2 secondes

— Recolorer avec la fushine, laissé agir pendant 30 secondes

— Laver la lame d’eau du robinet pendant 2 secondes

— Sécher avec du papier absorbant
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Observations de résultats avec une goutte d’huile a immersion objectif 100 : les
bactéries gram + sont des coloration violette et les bactéries gram- sont rose

(Makhloufi,2011).

~
>
% . | / Ll‘
\ L
O ) — /W /W
- ~a J/ ; - " - N ~ "
Frottis g Viclet degentiane  Lugol Alcool Fuchsine
(1 min) {1 30 min) (10 sec) (30 sec)

Figurel9 : les étapes de coloration de Gram (Merzoug,2009).
11.6.2. Identification biochimiques

11.6.2.1. Test catalase :

La catalase est un enzyme de haut poids moléculaire existant chez toutes les
bactéries aérobies.la catalase permet la décomposition de ’eau oxygénée selon la

réaction :
2H,0, » 2H,0+0,

> Les étapes de recherche catalase :
— Dans la lame verre par pipette pasteur ajoute une goutte I’eau oxygenee ( H,O;)
— Contact colonies prélevé avec 1’eau oxygénée

> La lecture de résultat :
— Présente bulle : catalase +

— Absence bulle : catalase — ( hassaine , 2013).
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Figure20: test catalase (original)
11.6.2.2. Test oxydase:

Technique d’identification et d’orientation des bactéries grams négatifs,

recherche du enzyme cytochrome oxydase.

> Les étapes de recherche oxydase :
— Déposer le disque sur une lame
— Humidifier avec deux gouttes d’eau distillée stérile et écraser la colonie
testée sur le disque
» La lecture de résultat :
— Présente couleur violette : oxydase +

— Absence la couleur . oxydase - (carbonnelle et al.,1988)

Figure 21: test oxydase (original)
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11.6.2.3. Test Mannitol mobilités:

Utilise le milieu mannitol —mobilité pour étude la fermentation du mannitol et
la mobilité qui est un produit de dégradation du mannose. On ensemence un tube par

pigure centrale et incubation 30 c°® pendant 24h
» Lecture de résultat :

- Mannitol + : virage de milieu en jaune

- Mannitol - : milieu rouge

- Mobilité + : trouble du milieu, développement et diffusion des bactéries a partir de la

piqure d’ensemencement.

- Mobilité - : uniquement la croissance ( Sayad,2008)

Figure22 : Test Mannitol mobilité (original).

11.6.2.4. Test respiratoire :

Utilisé milieu culture viande fois pour étude type respiratoire, On ensemence

un tube par piqure centrale et incubation 30 c® pendant 24h.

> Lecture de résultat :
— Couche se forme sur surface : bactéries aérobie

— Culture bactérienne le long de la pique centrale : bactéries anaérobie
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Figure23 : Examen type respiratoire (original)

11.6.2.5. Test coagulase libre :

La coagulase est une enzyme capable de faire coaguler le plasma sanguin, et

aussi est un des critéres d’identification de staphylocoques en médecine humaine.

» Techniques :

Dans un tube a hémolyse, 0,5 ml de plasma humain
Sélectionnez deux ou trois colonies isolées de bactéries a tester
Le tube homogénéisé

Placer le tube a I’étuve et incuber a 37C° pendant 24 heures

> Lecture :

Coagulase+ : le plasma coagule

Coagulase- : le plasma n’pas coagule (delarras ,2014).
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—
Figure 24: test coagulase (original)
11.7. Galeries biochimiques Api

Les galeries API Bio Mérieux est un systéme standardisé¢ pour I’identification
rapides de bactéries, elle est composée d’un nombre variable de micro tubes (10 ou 20
le plus souvent), contenant des substrats déshydratés qui permettent de réaliser des tests

biochimiques (lanotte et al ,2011).
11.7.1. Galeries AP1 20 E :

Systeme standardisé pour identification des Enterobactericeae et autres
bacilles & gram négatif non fastidieux et non fermentaires ( ex vibrio , pseudomonas ,
acintebacter etc ) .Contenant 20 micro tube sont inoculés avec une suspension
bactérienne qui reconstitue le test, les réactions produites pendant la période
d’incubation se traduisant par virages colorés spontané ou révélés par 1’addition de

réactifs

%+ Mode opération
» Préparation Inoculum :
— Utilise un tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérile ou d’eau distillée, ou
bien en utilise une ampoule de suspension medium.
— Préleve une seul colonie bien isolée sur milieu gélose, et on réalise une

suspension bactérienne.
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» Préparation de galeries :
— Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau
distillée
— Inscrire la référence de la souche sur languette latérale de la boite
— Crée une anaérobies dans les tests: ADH, LDC, ODC, URE, H2S et
Remplissant leurs cupules avec I’huile de paraffine
— Sortir la galerie son emballage

— Placer la galerie dans boite d’incubation (lanotte et al ,2011).

Figure25 : Galerie biochimique (original)

> Lecture :

La lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture, et
I’identification est obtenue a I’aide du catalogue analytique ou grace a un logiciel

d’identification.
La lecture de quelques tests nécessite I’addition des réactifs :

— Pour le test TDA, I’ajout d’une goutte du réactif TDA.

— Pour le test indole, I’ajout d’une goutte de réactif de Kovacs.

— Pour le test VP, I’ajout d’une goutte des réactifs VP1 et VP2. (lanotte et al
,2011).
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Figure 26: Catalogue analytique (original)
I11. Activité antagoniste :
I11.1. Isolat Bactéries/Bactéries
» Préparation de suspension bactérienne :

A T’aide d’une anse de platine stérile, préléve colonies bactérienne bien isolée,
en utilise un tube contenant 5ml d’eau physiologique stérile, une bonne

homogénéisation .Cette suspension a des concentrations de 0,5 CFU/ml.

» Techniques :

— Sur des boites de pétri contenant le milieu Muller Hinton, & I’aide d’un
écouvillon stérile, on ensemence les suspensions bactériennes par des stries
serrees sur toute la surface de la boite.

— Découpe des disques de gélose contenant les colonies, et on les dépose
aseptiquement sur gelose déja ensemencée avec les souches test.

— L’incubation se fait a 30c® pendant 24 a 48 heures.

» Lalecture:
_ Un résultat positif se traduit par une zone d’inhibition autour du disque de gélose.

(mounyr et al ,2015) .
111.2.1solat Champignons / Bactéries :

— Préparation de suspension bactérienne

— Dans boite pétri 90mm de diamétre contenant 15 ml de Milieu Sabouraud, dans
un partie on ensemence la suspension bactérienne, a distance 2,5 cm dépose
disque gélosé contenant les champignons fusarium
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— Dans autre boite pétri la méme technique remplacé la suspension bactérienne par
I’eau distillés stériles (Témoin)

— Incuber les boite pétri 28c® pendant 10 jours (Dennis et Webster, 1971; Wong
et Baker, 1984; Weller et Cook, 1986; Inam-ulHagq et al, 2003).

Le taux d’inhibition de la croissance est calculé selon la formule suivante :
IC% = (DT-DPA / DT) x100
DT : Diamétre de la croissance du témoin
DPA : Diamétre de la croissance champignons en présence de I’antagoniste

IC : Taux d’inhibition de la croissance (Rakotoarimanga et al. 2014).

—\-

Figure 27: Antagonisme isolat champignon Fusaruim sp / bactéries (original)
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Chapitre 111 Résultats et discussion

Le travail présenté dans ce mémoire porte sur isolement et identification des
différents isolats bactériens et champignons, dans le premier temps basé sur les
caracteres phénotypiques des souches .deuxiéme partie consistent a faire de 1’effet

antagoniste des souches.
I. Isolement et purification des souches :

incubation (30 jusqu’37)

bactéries et( 20-25)c° pendant (5a7) jours pour

Aprés c® pendant ( 24-72) heures pour les
les champignon et moisissures, les
souches diversité dans les milieu culture ( PDA , VRBG , Mac coneky , Chapman ,SS
agar, BHIB, Sabouraud , hektoen ) ,faire connaitre le nombre de colonies et type de

bactéries et champignon .
1.2. Dénombrements des souches :

Tous les milieux de culture présente des souches (aprés incubation), cette

observation on peut compter le nombre de souches isolées dans chaque milieu.

Tableau 3: dénombrements des souches isolées a partir du compost (vermi compost,

lapin, gazon).
échantillon Milieu de | Nombres des | Charge Nombre
culture colonies bucérienne d’isolats
UFC.mI™.10°
Compost Hektoen 150 150 4
Gazon
SS Agar 111 111 3
(EG)
Chapman 290 290 2
VRBG 296 296 2
Mac Conky 283 283 3
BHIB 61 61 2
Vermi compost | Hektoen 89 89 4
(EV)
SS Agar 196 196 3
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Chapman 61 61 2
VRBG 60 60 1
Mac Conkey 286 286 2
BHIB 51 ol 2

Compost Hektoen 145 145 3

Lapin

(EL) SS Agar 85 85 3
Chapman 45 45 2
VRBG 150 150 1
Mac Coneky 285 285 2
BHIB 50 50 2

1.3. Purification des souches :
» Premiére purification :

Apres I’incubation des boite pétri nous observés plusieurs des colonies

déférents, les résultats dans les tableaux suivants.
» Deuxieme purification :

Apres I’isolement et premiére purification dans tous les milieux culture. De
nombreuses colonies différentes apparaissent (forme, taille, couleur, aspect ...), nous
isolons chaque souche obtenir dans milieu culture sélectif et incuber deuxiéme fois (30

jusqu’37) c¢° pendant (24-72) heures pour les bactéries et (20-25) c° pendant (5a7)
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jours pour le champignon et moisissures. Aprés cette incubation, des souches pures

apparaissent dans milieu de culture.

A partir de composte gazon, nous avons isolés.25 souches bactériens et 6

souche champignons

A partir de vermi composte, nous avons isolés.23 souches bactériens et 6

souches champignons

A partir de composte lapin, nous avons isolés.20 souches bactériens et 3

souches champignons .Les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux.

Figure 28: la deuxiéme purification (original).

Tableau 4: Résultats de la purification de la souche du compost gazon (1)

premiére purification | deuxieme purification

Milieu
é Culture souche Possibilité de nom de genre Nombre
% d’isolat
<
(&}
i purs
= Hektoen streptocoques
§ entérocoques
g staphylocoque
N
R Entérobacter 3
g2 3 Salmonella
=y
g = Schegella
o
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Chapman S.aurieus
S . non aurieus 1
SS Agar E.Coi
Salmonella
Schegella
Enterobacter
Klebsella 3
VRBG enterocoque
2
E .Coli
Mac Enterobacter
conkey
Klebsella 2
BHIB Steptococus 2
Lactocoques
Enterococcus
Staphylococu
s aureus
Sabouraud Acténoyctes
1
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Tableau5 : Résultats de la purification de la souche du compost gazon (2)

- Milieu premiére purification | deuxiéme purification
o
= culture
S
S Souche Possibilité de nom de genre Nombre
L
d’isolat purs
Héktoen ~ | E.Coli
Klebsella
Yersinia
Levinea 3
Enterobacter
Salmonella
Pseudomonas
Chapman S.aurieus
S . non aurieus 1
SS agar Salmonella
2
Schegella
Enterobacter
N
O]
Y
s VRBG Enterocoque 1
<
o
2
o
e
o
o
Mac conkey 7 - = : Enterobacter 2
— 58 Klebsella
BHIB Lactocoques 1
Steptococus
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Sabouraud
Actinomyctes 4
fusarium
Rhizopus
Penicillium
PDA Penicillium
Rhizopus 3
fusarium
Tableau 6: Résultats de la purification de la souche du vermi compost (1)
Milieu premiéere purification | deuxieme purification
5
= culture
_g:% Souche Possibilité de nom de genre Nombre
(&)
- d’isolat purs
Héktoen E.Coli
Klebsella
Levinea
Yersinia 2
Pseudomonas
Chapma S.aurieus 1
n S . non aurieus
SS Agar E.Coli
Klebsella 3
Samonella
’ST Schegella
\':'_'_J, Enterobacter
wn
S VRBG Enterocoque 1
g
O
E
(5]
>
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Mac 2
conkey Schegella
Klebsella
BHIB Streptococus 2
o v Enterococus
Lactocoques
Sabourau Actinomyctes
d Aspergillus 4
Penicillium
fusarium

Tableau 7 : Résultats de la purification de la souche du vermi compost (2)

Milieu premiére deuxieme purification
5 culture purification
g Souches Possibilité de nom de genre Nombre d’isolat
'uccj purs
Hektoen E.Coli
Klebsella
Levinea 2
Yersinia
Enterobacter
- Chapman S.aurieus 1
N
@ S . non aurieus
%]
o
Q.
S
© SS Agar E.Coli
S
Klebsella 2
>
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Salmonella
VRBG Pseudomonas 2
Enterocoque
Mac Klebsella 2
Conkey Schegella
BHIB Lactocoques
Streptocoques
Sabouraud Penicillium
Actinomycte 4
Aspergillus
Absidia
Tableau 8 : Résultats de la purification de la souche du compost lapin (1)
Milieu premiere deuxieme purification
5 T
= culture purification
‘c% Souche Possibilité de nom de genre Nombre
(&}
H d’isolat purs
Hektoen Pseudoumonas
Schegella
~ ‘ E.Coli 2
:i
o Klebsella
[ .
'S Levinea
K]
« Yersinia
g Chapman S.aurieus
g S . non aurieus 2
o
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S.epidermidis
SS Agar - | Salmonella 1
-f-
VRBG TS | EColi 2
@ Salmonella
B
Mac conkey | B9 Klebsella 1
BHIB Lactocoques
Steptococus 1
Sabouraud Actinomycte
1
PDA
Penicillim 1
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Chapitre 111 Résultats et discussion

Milieu premiere deuxiéme purification
IS Culture purification
g Souche Possibilité de nom de genre Nombre
E’ d’isolat purs
Hektoen E.Coli
Klebsella 1
Levinea
Yersinia
Chapman S.aurieus
S . non aurieus 2
N S.epidermidis
&
=
&
% Salmonella
3 SS Agar E.Coli 2
g’ Klebsella
(@}
o
VRBG Enterocoque 1
Mac conkey Enterobacter 2
Klebsella
BHIB Lactocoques 1
Streptocoques
Sabouraud Actinomyctes
Fusarium 3
Penicillium
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I1. Identification des souches :

> A. Bactéries :

A. 11.1. Résultat d’identification morphologique :

A. 11.1.1. Examen macroscopique :

différents caractéres culturaux (Aspect de la colonies , couleur , taille ... )

ont été observés apres incubation sur les milieu culture , les résultats obtenus sont

représentes dans les tableau.

Tableau 10 : Résultats de I’examen macroscopiques des souches isolées & partir du

compost gazon (EG1) basée sur les criteres morphologiques

Echantillon Aspect macroscopique couleur taille Forme
Compost | GA1 vert petite Ronde
Gazon GAZ | B aa—————ae Saumon a noir | petite Ronde
(EGL) GA3 _ Vert centre petite Ronde
noir
GA4 ' jaune petite Arrondie
GAS rose Moyenne Ronde
GAG6 ﬁ noir petite Ronde
réguliére
GA7 Rose violet petite Ronde
GAS8 Rose Petite Ronde
Réguliere
GA9 Violet Grande Ronde
GA10 Violet Petite Ronde
GAll Rose violet Petite Ronde
irréguliére
GA12 vert Moyenne Irréguliére
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GA13

'z

Bleu vert

Moyenne

Irréguliére

Tableau 11 : Résultats de ’examen macroscopiques des souches isolées a partir du

compost gazon (EG2) basée sur les criteres morphologiques.

Echantillon Aspect macroscopique Couleur Taille Forme
Compost | GB1 Saumon Petite Ronde
Gazon GB2 Saumon a noir | Petite Ronde
(EG2) GB3 Vert a noir Petite Ronde
GB4 Jaune Petite Arrondie
GB5 Marron a noire | Moyenne Ronde
réguliére
GB6 Rose violet Petite Ronde
GB7 Violet Grande Ronde
GB8 Violet Petite Ronde
GB9 Rose violet Petite Ronde
irréguliere
GB10 Vert militaire | Moyenne Irréguliére
GB11 Blanc Grande Irréguliére
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Tableau 12 : Résultats de 1’examen macroscopiques des souches isolées & partir du

compost vermi compost (EV1) basée sur les criteres morphologiques

Echantillon Aspect morphologique Couleur taille Forme
Vermi VAl Saumon a Petite Ronde
Compost rouge
(EV1) VA2 Marron a Petite Ronde
noir irréguliere
VA3 jaune Petite Arrondie
VA4 ros Moyenne | Ronde
VA5 orange Petite Ronde
VA6 Rose violet | Petite Ronde
VAT violet Grande Ronde
VA8 Marron Petite Ronde
VA9 Rose violet | Petite Ronde
VA10 vert Moyenne | Irréguliére
VAll Vert Moyenne | Irréguliére
militaire
Creme Grand Irréguliére
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Tableau 13 : Résultats de I’examen macroscopiques des souches isolées a partir du

vermi compost (EV2) basée sur les criteres morphologiques

Echantillons Aspect morphologique couleur taille Forme
Vermi | VB1 - Rouge a Petite Ronde
Compost saumon
(EV2) VB2 Saumon a Petite Ronde
noir
VB3 Jaune Petite Arrondie
VB4 Rose Moyenne | Ronde
VB5 Marron Moyenne | Ronde
irrégulier
VB6 Orange Petite Ronde
VB7 Violet Grande Ronde
VB8 Violet a rose | Petite Ronde
VB9 Orange Petite Ronde
VB10 Vert Moyenne Irrégulier
VB11 Sable Grande Irrégulier
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Tableau 14 : Résultats de I’examen macroscopiques des souches isolées a partir du

compost lapin (EL1) basée sur les criteres morphologiques

Echantillons Aspect morphologique Couleur Taille Forme
Compost | LAl Vert a Petite Ronde
Lapin Marron irrégulier
(ELD1) LA2 saumon Petite Ronde
LA3 Jaune Petite Arrondie
LA4 Rose Petite Arrondie
LA5 Marron Moyenne Ronde
irrégulier
LAG6 Rose violet | Petite Ronde
LA7 Rose Violet | Petite Ronde
LA8 Bleu vert Moyenne Irrégulier
LA9 Beige Grande Irrégulier
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Tableau 15 : Résultats de I’examen macroscopiques des souches isolées a partir du

compost lapin (EL2) basée sur les criteres morphologiques

Echantillons Aspect morphologique Couleur Taille Forme
Compost | LB1 -~ x Saumon a Petite Ronde
p =

Lapin rouge

(EL2)
LB2 Jaune Petite Arrondie
LB3 Rose Petite Arrondie
LB4 Marron Moyenne | Ronde
LB5 Rose Moyenne Ronde
LB6 violet Grande Ronde
LB7 violet Petite Ronde
LB8 Rose violet | Petite Ronde
LB9 Bleu vert Moyenne Irrégulier
LB10 Blanc Grande Irrégulier

A.l11.1.2. Examen microscopique :
Coloration de gram :

La coloration de gram nous a permis de différencier les bactéries d’aprés leur
forme (Bacille, Cocci) les bactéries a gram positif se caractérisent par une couleur

violette, quant aux bactéries a gram négatif, elles sont identifiées par une couleur rose.
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L’examen microscopique des 25 souches bactériennes isolées a partir du compost

gazon, 9 des souches a gram positif et 16 souches a gram négatif.

L’examen microscopique des 23 souches bactériennes isolées a partir du vermi

compost, 9 des souches a gram positif et 14 souches a gram négatif.

L’examen microscopique des 20 souches bactériennes isolées a partir du

compost lapin, 10 a souches a gram positif et 10 souches a gram négatif.

Les souches GB11, VA12, VB11, LA%t LB10 sont des bacilles Gram
positive, leur forme grand a les couleurs (blanc, creme, sable, beige). On a classé ces
souches en genre actinomycetes a base de leurs propriétés macroscopiques mais
I’examen microscopique (coloration de Gram) n’est pas confirmé cette résultat, alors ne
peut pas continuer par les tests physiologiques spécifiques des actinomycetes, et cela

nous ne pouvions pas d’identification de ces souches.

La plupart des souches isolés a gram négatif de forme bacille, les résultats sont

présentés dans les tableaux suivant

Tableau 16 : Résultats de coloration Gram des souches bactériennes isolée a partir de

compost  gazon

Echantillons gram Forme agencement Aspect
microscopiques
Compost | GAl + Cocci Isolé
Gazon -
(EG1) S
GA2 - Bacille Isolé -
GA3 - Bacille Isolés
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GA4 Cocci Diplocoques : ez N

' " 8 x.. :‘ ¢
- g A

GA5 Bacille Isolé

GAG6 Bacille Isolé, chaine

GA7 Bacille Isolé

GAS8 Cocci Isolés

GA9 Bacille Isolé, chaines

GA10 Bacille Isolés

GA1l1 Bacille Isolé, chaine

GA12 Cocci Diplocoques

GA13 Cocci Grappe de raisin ’l'éc?#‘;%:g:ﬂ_
siipea
e 39‘\’5":-‘. -
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Compost | GB1 - Bacille Isolés
Gazon
(EG2)
GB2 - Bacille Isolés
GB3 - Bacille Isolé, chaine
GB4 + Cocci Diplocoque
GB5 - Bacille Isolé, petite
chaine
GB6 - Bacille Isolés
GB7 + Cocci Isolés
GB9 - Bacille Isolés
GB10 - Bacille Isolés
GB11 + Cocci Diplocoques
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GB12

Bacille

Isolés

Tableau 17 : Résultats de coloration Gram des souches bactériennes isolée a partir de

vermi compost

Echantillons gram Forme Agencements Aspect
microscopique
Vermi VAl - Bacille Isolés, chaine
Compost
(EV1)
VA2 - Bacille Isolés
s il
VA3 + | Cocci Diplocoque R T it
":.:'x_ -
e, s :
VA4 - Bacille Petite, isolés
VA5 - Bacille Isolés
VA6 - Bacille Isolés
VA7 + | Cocci Diplocoques = Y
¥E S
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VA8 - Bacille Isolés
VA9 - Bacille Isolés
VA10 + Cocci Diplocoque
VA1l + Cocci Grappe de
raisin
VA12 + Bacille Isolés
Vermi VBl - Bacille Isolés
Compost
(EV2)
VB2 - Bacille Isolé, chaine
VB3 + Cocci Grappe de raisin
VB4 - Bacille Isolés
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VB5 - Bacille Isolés

VB6 - Bacille Isolés, en amas
VB7 + Cocci Diplocoques
VB8 - Bacille Isolés

VB9 - Bacille Isolés

VB10 + Cocci Diplocoques
VB11 + Bacille Isolés
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Tableau 18: Résultats de coloration Gram des souches bactériennes isolée a partir de

compost lapin

Echantillons gram Forme Agencements Aspect
microscopique
Compost | LAl - Bacille isolés
Lapin
(EL1)
LA2 - Bacille Isolés, chaine i
-
LA3 + | Cocci Diplocoques ¥ o A
P A
| ) Sk
3 . %
LA4 + | Cocci Diplocoques R
ot "
LAS - Bacille Isolés
LA6 - Bacille Isolés, chaine R el
b R SRR
O A s g
b 2. T
- = 2
LA7 - Bacille Isolés e
A
LAS + | Cocci Diplocoques R LR
g = = '
- “eX - g |
:. -\; ..'u :,s ",'.
SR s
- s Sew
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LA9 Cocci Grappe, raisin
LA10 Bacille Isolés

Compost | LB1 Bacille Isolés

Lapin

(EL2)
LB2 Cocci Isolés
LB3 Cocci Diplocoques
LB4 Bacille Isolés
LB5 Bacille Isolés, en chaine
LB6 Cocci Grappe de raisin
LB7 Bacille Isolés
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LB8 Bacille Isolés, petite
chaine

LB9 Cocci Grappe de raisin

LB10 Bacille Isolés

A.11.2. Identification biochimiques :

A.l11.2.1. Test catalase, oxydase :

La observation des bulles d’air a confirmé que les bactéries possédent

I’enzyme de la catalase et donc de pouvoir décomposer le peroxyde d’hydrogene (H,0,)

en eau (H,0) ainsi qu’en oxygene (Oy)

Figure29: test catalase

FETW MR NN

Figure30: test oxydase

Le test catalase de nos résultats a montré que la plupart souche sont catalase

positif.

La plupart des souches oxydase négatif, les souches GA8, GA12, GA13,
GB10, VA10, VB3, LA8, LB9 oxydase +
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Tableau 19: Résultats de test catalase, oxydase de compost gazon

Echantillon Catalase oxydase
Compost GAl ++ -
Gazon GA2 ++ -
(EG1) GA3 + -
GA4 +++ -
GA5 - -
GAG ++ -
GA7 ++ -
GA8 - +
GA9 + -
GA10 + -
GA1ll + -
GA12 ++++ +
GA1l3 +4+++++ +
(EG2) GB1 ++ -
GB2 + -
GB3 + -
GB4 +++ -
GB5 + -
GB6 + -
GB7 - -
GB8 + -
GB9 + -
GB10 ++++++ +
GB11 ++++ -
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Tableau 20: Résultat de test catalase, oxydase de vermi compost

Echantillon Catalase oxydase
Vermi VAl + -
Compost VA2 + -
(EV1) VA3 + -
VA4 +++ -
VA5 - -
VA6 + -
VA7 + -
VA8 - -
VA9 + -
VA10 + +
VA1l - -
VA12 ++++ -
(EV2) VB1 + _
VB2 + -
VB3 + +
VB4 +++ -
VB5 - -
VB6 + -
VB7 + -
VB8 + -
VB9 + -
VB10 ++++ -
VB12 +++ -
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Tableau 21: Résultat de test catalase, oxydase de compost lapin

Echantillon Catalase oxydase
Compst LAl + -
Lapin LA2 + -
(EL1) LA3 + -
LA4 +++ -
LAS 4+ -
LAG + -
LAY - -
LAS8 + +
LA9 ++++ -
LA10 +++ -
(EL2) LB1 + ;
LB2 +++ -
LB3 +++ -
LB4 + -
LBS5 - -
LB6 - -
LB7 + -
LB8 + -
LB9 ++++ +
LB10 +++ -
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A.11.2.2. Test mannitol mobilités, test respiratoires :

Plupart des souches isolées sont aérobie- anaérobie facultatif, les résultats

représentés dans les tableaux suivant :

Figure3l: test respiratoire (original).

Tableau 22 : test respiratoire, test mannitol mobilités de compost gazon

Echantillon Test Mannitol Mobilités
respiratoires

Compost | GAl AAF + -

Gazon GA2 AAF + +

(EG1) GA3 AAF - -
GA4 AAF - -
GA5 AAF + +
GA6 AAF + +
GA7 AAF + -
GA8 AS + +
GA9 AAF + -
GA10 | AAF + +
GAll | AAF + +
GAl12 | AS + -
GAl13 | AS - -

(EG2) GB1 | AAF + +
GB2 AAF + +
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GB3 AAF + +
GB4 AAF - -
GB5 AAF + +
GB6 AAF + -
GB7 AS + -
GBS8 AAF + +
GB9 AAF + +
GB10 | AS + -
Tableau 23: test respiratoire, test mannitol mobilités de vermi compost
Echantillon Test Mannitol Mobilités
respiratoires
Vermi VAl AAF + -
Compost | VA2 AAF + +
(EV1) VA3 | AAF - -
VA4 AAF - +
VA5 AAF + -
VA6 AAF + -
VAT AS + -
VA8 AAF + +
VA9 AAF + -
VA10 | AS + -
VAll AS - -
(EV2) VBL | AAF + +
VB2 AAF + +
VB3 AAF - -
VB4 AAF + +
VB5 AAF + +
VB6 AAF + +
VB7 AS + -
VB8 AAF + +
VB9 AAF + +
VB10 | AS - -

71




Chapitre 111 Résultats et discussion

Tableau24 : test respiratoire, test mannitol mobilités de compost lapin

Echantillon Test Mannitol Mobilités
respiratoires

Compost | LAl AAF + -

Lapin LA2 AAF - +

(EL1) LA3 AAF - -
LA4 AAF + -
LAS AAF + +
LAG AAF + +
LA7 AAF + +
LAS8 AS + -
LA9 AS - -

(EL2) LB1 AAF + +
LB2 AAF + -
LB3 AAF + -
LB4 AAF + +
LB5 AAF + +
LB6 AS + -
LB7 AS + -
LB8 AAF + +
LB9 AS + -

A.11.2.3. Test coagulase :

Les souches GA4, GB4, VA3, VB3, LA3, LA4, LB2, LB3 sont coagulase -.

Donc les souches staphylococcus non aureus.

Figure 32 : Résultat test coagulase (original).
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Tableau 25 : Résultats test coagulase

Souche GA4 | GB4 | VA3 | VB3 | LA3 | LA4 | LB2 | LB3

Coagulase | - - - - - - - -

A.l11.1. Résultat de galerie api 20 E :

Une galerie biochimique d’identification a été réalisée selon le mode opératoire
décrit dans le prospectus .les galeries ont été incubés a 37°c pendant 24h, les résultats

obtenues sont les suivants :

Figure 33: profil biochimique de souche sur galerie 20E (original).

Tableau26 : les résultats des souches par galerie 20 E

g o
BHEEEEEEEEBEEEEEHEHERE
GA3 |- |- |- |- |- |- |- |- |-~ |+ /|- "A-"A-"1-1- |A-/|-1- |+
GA6 |+ |- |- |- |+ |- |- |+ |- |+ |- |+ |+ |-|+|4+ |+ /|- |+ |+
GA8 |- |- |- |- |- |- |- |- |-+ /|- "|-"'A-"|A-"1-"1- |A\-/|-1- |+
GALl |+ [+ |- |- [+ |- |- |+ |- |+ |+ |- |+ |- |+ |+ |- |- |-
GB1 [+ |- [+ |+ [+ |- |- |- |- [+ [+ |+ |+ [+ |+ [+ [+ |+ ]+
VAL |- |- |- |- |- |- |- [+ |- |- |+ |- |- 1|-1]-1]- /|- 1]- |-
VAS [+ [+ |- [+ [+ [+ |- |- |- |- |- [+ |+ |- [+ [+ |+ [+ [+
VAG [+ [+ |- |- |+ |+ |- |+ |- |+ |- |+ |+ |- |+ |+ |+ |+]-
VB2 |- [+ |- |+ |- |- |- |+ |- |+ |+ |- |- |-|+]|+ |- |+]-
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VB9 |- |- |- |- S e e I 0 P I (R IO [ - |- -
LAL |+ |- |- [+ |+ |- |- |- |- |+ |- |+ |+ |[-|+]- + |- |+
LB7 - |- |- - B I T I e R I i =T AN (R ISR IS - - -

Tableau 27 : les especes identifiées par I’API1 20 E

souche Code Espéces bactériennes identifiées

GA3 0003002 Shigella ssp
Salmonella ssp

GAG6 1225533 Rahnella aquatilis

GAS8 0001006 Ochrobac.anthropi

GAll 3223512 Salmonella arisonae

GB1 5307773 Ser.odorifera

VAl 0022002 Shigella ssp
Samonella ssp

VAS 3704573 Citro.braakii

VA6 3625572 Citrobacter freundii

VB2 2123452 Salmonella ssp

VB9 0001000 Ps .oryzihabitans

LAl 1305523 Ent.cloacae

LB7 0023012 Shigella ssp

» B. Champignons :
B.1.Etude macroscopique et microscopique :

L’identification de ces genres €tant basée essentiellement sur les clés de
détermination, en se basant sur les caractéres macroscopiques des colonies (aspect,
couleur, forme, contour, etc.). Et sur les caracteres microscopiques du mycélium et des

spores (cloisonnement du mycélium, forme des spores, etc.)

Apres de nombreuses purifications dans milieu culture PDA, nous avons
obtenus des souches pures peut étre identifié, les résultats macroscopique et

microscopiques dans tableau suivants :
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Tableau 28: étude macroscopique et microscopique des souches isolées

Résultat macroscopiques Résultat microscopiques

Souch | Aspect Description Aspect Genre

Couleur : noir
Aspect : veloutée

a poudreuse Rhizopus

GC1

Couleur : grise

Rhizopus

Compost gazon

GC2

Couleur : Marron
a noir

Aspect : laineuse Rhizopus

GC3

poudreuse

plus fonce

Aspect : laineuse

poudreuse
.ib‘ v

Couleur : Blanc /gry f /F
5
O / / {
Aspect : 7_,‘

cotonneuse g % ‘\ Fusarium sp
!

bombé ',\

GC4

irréguliéres SN \
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Couleur : vert
foncé

Aspect : veloutée

Couleur : vert
tourné par un
blanc

Aspect : veloutée

Penicillium sp

Couleur : bleu
vert

Aspect :
envahissante

poudreuse

Fusarium sp

Couleur : blanc
Aspect :

cotonneuse

Penicillium sp

Lo
(@)
Q]
[(e]
(@)
O]
—
(@]
>
' AR
wn
8! >
e
o
(&)
£
(5]
>
o™
(@)
>

Couleur : blanc
Aspect :
cotonneuse

irrégulier

Fusarium sp

Fusarium sp ;
deux formes.

-Micro conidi
-Macro conidi
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Couleur : Blanc
Aspect :

cotonneuse

VC5

VC6

Couleur : vert
foncé

Aspect : veloutée

Fusarium sp

Penicillium

Couleur : grise
Aspect : laineuse
a poudreuse

Compost lapin

LC4

LC1

Couleur :
mélange marron
a noir

Aspect : laineuse

a poudreuse

Rhizopus

LC3

Couleur : blanc a
grise
Aspect :

cotonneuse

Rhizopus

Couleur : bleu
vert

Aspect :
envahissante

poudreuse

Fusarium sp

Penicillium
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B.2.Interprétation :

Dans le compost biologique il ya inhibition des spores des certaines souches,
dans ce cas la sa signifie que cette compost utilisé comme matiére organique sans

risque dans le sol.
+ Discussion générale :

Identification des isolats par galeries Api 20 E et test coagulase a permis

d’obtenir les bactéries suivants :

Salmonella, shigella, ent. cloacae, pseudomonas. oryzihabitans, ochrobac.

odorifera, Ser. odorifera, Rahnella aquatilis, staphylococcus.
» Staphylococcus :

Les souches GA4 ,VA3,GB4,VB3,LA3,LA4,LB2,LB3 ce sont bactéries qui se
présentent sous forme de Cocci a gram positive ,il sont aérobies ou anaérobies
facultatifs, possédants 1’enzymes catalase et oxydase négative ,immobiles

(carbonnelle,1998) (EI kouir.,2003).
» Salmonella :

Le résultat des souches GA3, GAll, VAL, VB2 sont de forme allongée dite
bacille gram négatifs, aéro-anaérobie facultatif, mobiles pour la plupart avec des

flagelles et catalase positive, oxydase négative ( carbonnelle ,1998 ; Anais, 2021)
» Shigella :

Le résultat LB7 Sont des Enterobacteriaceae, Morphologiquement ce sont des
bacilles gram négatifs, immobiles, anaérobies facultatif en forme de batonnet

étroitement apparentées a Esherichia coli ( carbonnelle,1998)
» Pseudomonas oryzihabitants :

Souche VB9 Une bactérie qui se présente sous forme de bacille a gram négatif
possédant 1’enzyme oxydase, mobiles grace a une plusieurs flagelles polaires, aérobies

stricte et oxydase positif (palleroni, 2008 ; Avril et al ., 1992)
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> Entérobacteres :

Les souches LAL est une bactérie gram négatif, aéro-anaérobie facultatif de
forme bacille, immobiles, catalase positif et oxydase négatif de la famille des
Enterobateriaceae (Grimont ,2002 ;lehner,2011)

» Rahnella aquatilis :

Souche GAG6 est une famille Enterobacteriaceae a gram négatif des forme bacille

oxydase négatif, catalase positive, mobiles résultat conforme (Lizzie ,1989).
» Rhizopus :

Les souches GC1, GC2, GC3, VC6, et LC1 sont des genres de moisissures,
leurs morphologie de 1’anamorphe se caractérisé par un hyphe. (Gryganskyi .A, et al
.2018).

> Penicillium :

Les souches GC5, VC1, VC5 et LC4, Se développent rapidement, en petites
colonies (Prakashet et Call, 2011). Ils sous forme de brosse conidisphores en formant
des chaines séches des spores résultats confirmés par (Bohm ,2013). Ils sont

microscopiques filamenteux fongi .( Demajanova .S et al , 2021 ) .
» Fusarium :

Les résultats des souches GC4, GC6, VC2, VC3, VC4 et LC3 sont des
champignons filamenteux. Ils correspond 1’aspect macroscopique des ces champignons
selon la forme et la taille des conidies (macroconidies et microconidies).(Heith . S
,2015).

I11. Antagonisme :
I11.1. Isolat Bactéries / Bactéries

Le tableau et figure représenté résultats d’apres 24h dans milieu Muller hinton
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Tableau 29 : résultat d’antagonisme

Souche Diamétre de la zone d’inhibition en (mm)
= &
L w| 8 =3
Indicatrice =| 5 S o
T QL ‘= o T s &
o = = | = o | ® o 4 © wn|l c 7
8|38 & % | 3|2 |2 <& | =88 |=
S I8 8|S |23 | s =S |2 T |3
S |=|a8 | 5|8 | c |8 95 |2 c|lao|c
= o| O : - o - S| © - o] O )
L S | El2 e |S&|E| D22 |5 EE|E
inhibitrice |5l 2|2l |2 5l 5|2 25 |3
I, x|l O O |lw |nn | v v o | »o nl O |n
Ps .oryzihabitan | 10 |9 8 - | 14 10 | 12 | 11 13 |10
S

Figure 34 : résultat antagonisme isolat Bactérie / Bactérie (original).

D’aprés les résultats obtenus sur le milieu Muller hinton ,on observe une
inhibition trés importante de 1’agent pathogeéne par I’antagoniste Ps .oryzihabitans, les
longueurs des zones d’inhibition varient de 8 a 14 mm, Ps .oryzihabitans provoque une

zone d’inhibition trés important vis-a-vis Salmonella arisonae de diametre 14 mm.
111.2. Isolat Champignons / Bacteéries :

D’aprés 10 jours d’incubation, les résultats du taux d’inhibition par

confrontation directe sont présentés dans le tableau.
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Tableau 30: taux d’inhibition par confrontation directe

souches Taux d’inhibition sur milieu Sabouraud (%)
. . [«6] o —
Indicatrice s | 8 S
2 t o S %)
2= | S |2 2 _ |2 2|8
2R S | g | @© Al | 8| =
2 olg | % | 8| | @ =S 5| |8 R | &
n = © % 3 = %} 5 E e 5 c S n
252 €/5 8% 579858 2|3
S E L2 | £|E|2 SEELIE|E|c|2 B
e = S| 5 | 2 | 8
Inhibitrice 5 Sl 0|8 |86 8 C|C|& | & |ad |6
Fusarium 17 - 33 |19 |28 11 - |6 - - 17 | -

Figure 35 : Résultats antagoniste Fusaruim / Bactéries (original).

La confrontation directe des souche bactériennes avec le fusarium sur milieu de
culture sabouraud ,nous a permis de mettre en évidence ’aptitude de ces isolats a
inhiber la croissance mycélienne du pathogene. Le pourcentage de Taux d’inhibition de
la croissance fongique varient (6 -33)%.le taux de inhibition plus élevés ont été marqué

par la bactérie Ochrobac.anthro.
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Conclusion

Conclusion :

Au terme de ce modeste travail, il en ressort que le compost organique étudiée
contient une grande diversité de microflore (bactérie, champignons)

Isolement et identification des microflores du compost constituent I’objectif de
cette étude pour cela, nous avons choisi trois types de compost (vemicompost, lapin,

gazon)

Isolé les souches sur le milieu culture sélectif et non sélectif : 25souches des
bactéries et 6 souche champignons dans échantillon gazon, 23souches des bactéries et 6
souche champignons dans échantillon vermicompost, 20 souches des bactéries et 3

souche champignons dans échantillon lapin.

Les souches bactéries identifiées par les tests oxydase, catalase, coagulase,
mannitol mobile et test respiratoire, La majorité des souches étaient famille

enterobactericeace.

12 souches bactéries isolés par échantillons déférents identifient par galeries
API 20E.

Les souches champignons identifié dans institut national de protection des
végétaux (INPV) de Blida.

Le test antagoniste relise par méthode directe, inhibition de Ps .oryzihabitans

sur quelques souches bactériennes et souche fusaruim vis-a-vis les souches bactérienne.
Perspectives :
Au terme de ce travail, plusieurs perspectives :

e Confirmer I’identification des ces souches par des analyse phylogénétiques
e Utilisation les souches active en biotechnologies
e Evaluer Defficacité de ces agents de lutte biologique potentielle sur une grande

échelle
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Annexe 1:Composition des milieux de culture

++ Milieu Bennett

o Peptone .........coviiiiiiiiiien 2.0

o GIUCOSE......ocveireieceee e perrrerre e 10.0g

o Extrait de viande..........ccoceeveievieiieieieenns g

e Extaitdelevure ..........ccccoviiiiiiiiiiniiennn, 1.9
AN 189

o Eaudistillée........coooviiiiiiiiien 1000ml

+»» Milieu Mueller hinton
e Extraitde viande ........ccccooeeiiiiiiniiiiiiinnnn 159

e Peptone ..........cooiiiiiiiiiiiiiiieeeeenn 17,59

©  AMICON....oooiiiciiceeeeece e 1,5¢

® A6t 179

o FEaudistillée.........coooniiiiiiiee 1000ml
e pH 73

®,

% Milieu de la gélose sabouraud

e Peptone pepsique de viande............cccceveeuennne 10g
®  GIUCOSE.....coveeieciicie et 359
® AN i 159
o Eaudistillée.........coooiiiiiii s 1000ml
e pH:57

% Milieu de Gélose Héktoen
o  Protéase Peptone........cccvvverereeieeiieseeseesienns 12¢
o Extraitde levure........ccocoovevveviiiciece e, 3,09
e Chlorure de sodium...........ccccovvevvevieiieieeienn, 5,09
e Thiosulfatede sodium............cccceovevveiveiieiennn, 5,09
o Selsbiliaires........cccoovviiiiiiiiiiciici e 9,09
o Citrate de fer et d'ammonium.................c.c..... 1,59
®  SAliCINE ..o 2,09
@ LACIOSE ..ooiiiieiie e 129
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[ ]

[ ]
o

[ ]

[ ]

7/
L X4

SACCNAIOSE. .....ccveeiieeeie e 129
FUSChing aCide .......ceeevveieiiiiiiiee e, 0,19
Bleu de bromothymol.............ccoiiiiniiinnnn 0,065¢
AN 14qg
Eau distillée.........cooveiiiieee e 1000ml
pH: 6.8

Milieu chapman
PePLONE.. ..o 10g
Extrait de boeuf..........ccooeveiiiiiiiiiicee 19
Chlorure de sodium.........ccccoevvevveveiieneennn 759
D-manitol.........cccovvveiieiie e, 10g
Rouge dephénol..........ccccovvieviveieiinieeee 0,025¢
AGAT i 159
Eau distillée.........ccoooeiiiiiiieee 1000ml
pH:7,4

Milieu SS agar
AN 159
SOAIUMCIIAte. ....vveve e 10g
LACTOSE. ... vvee ettt 10g
Bidesolt........c.ccoeeveiieiiee e 8,59
Biefextrait.........ccccoevviveiiie e 5,09
Sodiumthiosulfate............ccccccevveviiieiierienen, 8,59
Peptiquedigestanimaltissue.............cccccoveviennee. 5,09
FErnCItrate........cocvevveiie e 1,09
Neuralrade........coeevveiiiecieccee e 0,025¢g
Brillantgreen.........ccccoooveieiie i, 0,0003
Eaudistillé...........cooeiiiiii 1000ml
pH: 7

« Milieu PDA
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®  DEeXIroSe......ccoiiiiiiiie 20g
o PotatoeXtract.........cccoeveiiiieiiiiieneeeee 49
o Eaudistillé........ccoooeiiiiiie e 1000ml
e pH:5,6
% Milieu VRBG
®  PEPLONE.....cooiiiiiciec e 79
o Extraitdelevure.........cccoooiiiiiinn 39
o Chloruredesodium..........cccccooeiiiiniiniininnininnns 29
o Selshiliaires........ccoovviiieiiiii e, 1.5¢
®  GIUCOSE.....eeiiieieeie et 10g
®  ROUGENEULIE.......vvieiiiieeiiee e 30mg
o CristalViolet.........cccooevviiieiieece e 2mg
o Eaudistille ... 1000ml
e pH:74
% Milieu Mac conkey:
®  PEPLONE......coiiiiiii e 20g
®  LACLOSE....cveiiieiiesee e 10g
o Selsbili@ires........ccocevviviiiiiicc e 1.5¢
o Cristal VIOIEt........cooieirii e 0,001g
e Chlorure de sodium.........ccccceevveiveieiieie e 5¢
© AN i 159
o Eaudistillée........cooooiiiiiiis 1000ml
e pH:7,1
% Viande foie
e Base viande fOi€.........cccovveiiiieiiiii e 30g
®  GIUCOSE. ....eeieeiecieecie e 29
©  AMICON.....ooiiiicicceee e, 29
® AN i ————— 19
o Eaudistillée.........cooiiiiiiii 1000ml
o pH:74
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*

« Milieu Manitol -mobilité

Peptone pancréatique de viande..............ccco........ 20g/L
MaNIEOL.....eeeieie e 2¢g/L
Nitrate de potassium........cccccveevieiiieeiie s i lg/L
Rouge de phénol en solution...........ccccceveveiennn, 4mL
Eau distillée stérile..........c.coovveveveiiiieieienns 1000ml
pH 7,4

% Milieu Columbia
Polypeptone...........cooovviiiiiiiiiiiiiian.. 23g
Amidonde mais............ceiviiiiiiiiiniinnn. lg
Chlorure de sodium...............ccooviiviinini, 59
AT i 13,59
Eau distillée stérile ....................oooeeeee 1000ml
pH: 73

«» Solution minérale

» Eau physiologiue stérile
e Chlorure de odium(Nacl)........cccccceeeeivnnennn. 9g

eEau distillée........oveeeeeeeeieeee e, 1L
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Annexe 2: Apparillages

PH métre vortex

Balance Micropipette
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Etuve plaque chaufante

Réfrigérateur congélateur
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Bec bunsen Autoclave

Bain Marie Agitateur
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Microscope optique Incubateur

Densitomeétre
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Annexe 3 : Coloration de Gram

Cristal violet
Violet decgentiane............. 19
Acide phénique.................. 29
Alcool 2 95%.........cccoeunee 10ml
Eau distillée................c...... 100ml
Fuchsine
Fuchine basique................ 19
Acide phénique................ 5¢
Alcool a95%...........c.c..... 10ml
Eau distillée..................... 300ml
Lugol de Gram
lodure de potassium......... 1g
lode. .o 19
Eau distillée..................... 300ml

Faire un frottis

Nettoyer une lame a l'alcool apres deposer une goutte d'H20 sur la lame (passant
sous le bec benzéne ),Nous utilisons une anse de platine stérilisée (passant sous le
bec benzene) touchez une colonie pour prélever des bactéries placez cet échantillon
au milieu de la lame ,puis place la lame dans le Petit bec verseur flame pour la fixe a

la chaleur
Posez quelques gouttes de solution de gentiane (Cristal de violeur) sur le frottis fixe.
Laissez agir 1min avant de rincer a l'eau

Déposez quelques gouttes de lugol sur le frottis ,Laissez agir 1min et rincez avec
H20 piuts.

Déposez l'alcool sur la lame inclinée,Contrdlez la décoloration(5.10s)Rincer

al'eau,L'alcool pénétre dans la bactérie.
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- Lacoloration violette de gentiane disparait,Les bactéries décolorées sont des

bactéries gram-

- Si l'alcool ne traverse pas la paroi ,on est en présence de bactéries Gram+ Contre-

Coloration par dépdt de la solution de safranin pendant 1min.

Ce colorant permet de visualise les bactéies Gram - décolorées au niveau
précédent,cette coloration moins intense que le violet ne modifie pas la couleur du Gram

+.puits

- Laissez sécher dans lair.observez microscopiquement(agrandissement40 puis
agrandissement100 avec ungouttelette d'huile de trempage posséde

Annexe 4 : Test de catalase:

Mettez une goutte d'eau oxygenée sur une lame avec une pipette pasteur.

Prélever une colonie a l'aide de l'anse

Déconnecter la colonie de la goutte.

Observer

e |ecture:
- Dégagement mimédiat de bulles de gaz: catalase posétive
- Absence de dégagement de bulles de gaz:catalase négative.
Annexe 5: Test d'oxydase:
- Placez un disque qui n'est pas imprégné d'une lame en utilisant une pince flanbée.
- Déposez une goutte de réactif sur le disque non imprégné.

- Alaide d'une pipette pasteur retirer une colonie et la poser délicatement sur le

disque.
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e Lecture:

- Virage de couleur rose-rouge

- Absence de couleur

oxydase posétive

oxydase négative

Annexe 6 :Tableau de lecture de Galerie L’API 20 E

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E
Microtube Substrat : Carcctére recherche Revelateur - TJ mi di“.w?.. o i’.'dimm ot Résultat +
(si nécessaire) -
ONPG=Ortha- | __ .
onpG | Naropheny | BB Lecise deecle ®
Galactoside galacy - \_J
: ArinEie L rginine Dinydrolase (M)
:glj Erg:z? ysine Decarboxylase | Rougede | oo diracte et
’T': o—‘mmﬂe mithine Décarbexylase | phénol
Uy 5 \_/
, )
oty | cte Utilisation du citrate BBT Lecture directe T
niosulfate d . . b
H.S ST: ;:;I]'a =% | Production dH,S Felll Lecture directe 4
URE Urée Uréase gggqgglce Lecture directe q
Tryptophane SRR
TOA | Tryptoghane Geaminase
I Tryptophanase ou HRE - Y S
O | a—" production dindole
s o Frea eclure Inorecie ;
. Pyruvate de production d acétoine E 4 o
VB | codium {3-hydroxybutancne
GEL, | Gétatine gelatmase E:;g'fs de | Lecture directe P
x‘:\jﬁ; Substrat Utilisation de subsirats _
= carbone carbonés {glucides) 8BT Lecture directe
Iymogramme (glucide)
Cecture indirecie
NO,/N, | Nirates INO5) Nifraie réductase
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