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Résumeé



Résumé :

Ces derniéres années, le monde a été témoin d’une grande diversit¢é de micro-

organismes dont le plus important est peut-étre les bactéries.

Les bactéries peuvent causer des dommages au niveau des cultures. La détection
rapide de certaine de ces agents phytopathogénes est indispensables pour avoir une lutte
efficace, la détection passe d’abord par un bon échantillonnage du milieu a analyser « le
sol », suivi par des tests d’identification indirecte qui demande un isolement préalable des
bactéries sur des milieux gélosé « purification », les galeries APl 20E, APl 20 NE, API
STaph sont sur le point de s’assurer des résultats. Apres avoir identifié les souches
bactériennes nous avons étudié I’effet antagoniste de ces souches bactériennes entre aux et
sur 1’agent phytopathogénes : Fusarium oxysporum et ceci par des confrontations in vitro

(méthodes directe).

La caractérisation phénotypique des souches isolées a base de leurs propriétés
macroscopiques, microscopiques et biochimiques nous a permis d'isoler 29 souches
appartenant aux genres Bacillus, Pseudomonas, Staphylococus, Entérobactére,
Burkholderia.

L’effet de 1’antagonisme nous a permis de trouver un effet positif de la souche P.
aerugenosa utilisé avait d’activité inhibitrice contre les bactéries pathogene (A .hydrophila,

Enterobacter Sakazaki, S. Xylosus, Burkholderia cepacia).

Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de le F. oxysporum varie
d’une souche bactérienne a une autre, Les souches (OB3, OB2, TA9, OB1) ont révélées
respectivement les pourcentages suivants (45.45%, 41.81% et 32.72% €t18.18 %. les taux
d’inhibions de la croissance fongique les plus élevés ont été marqué par la bactérie Serratia
rubidaea OB3.

Mots- clés : Sol, Agent phytopathogene, caractérisation phénotypique, Burkholderia.



Abstract:

In recent years, the world has witnessed a great diversity of microorganisms, perhaps

the most important of which is bacteria.

Bacteria can cause crop damage. The rapid detection of some of these
phytopathogens is essential to have an effective fight, the detection passes first by a good
sampling of the medium to analyze "the ground”, followed by tests of indirect
identification which requires a preliminary isolation of the bacteria on “purification” agar

media, the API 20E, API 20 NE, API STaph galleries are about to confirm the results.

The phenotypic characterization of the isolated strains based on their macroscopic,
microscopic and biochemical properties allowed us to isolate 29 strains belonging to the

generaBacillus, Pseudomonas,Staphylococus, Enterobacter, Burkholderia

After having identified the bacterial strains, we studied the antagonistic effect of
these bacterial strains between and on the phytopathogenic agent: Fusarium oxysporum

and this by in vitro confrontations (direct methods).

Keywords: the ground, phytopathogenic agent, The phenotypic characterization,
Burkholderia.
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INTRODUCTION

Le sol dans le plus souvent un milieu tres hétérogéne en raison de leur composition et de
I’activité biologique qui s’y déroule cette activité biologique dépend notamment du carbone
entrant dans le sol depuis la plante. En effet selon la composition de matiere organique qui se
trouve et la zone de sol considérée, les microorganismes vivant du sol opérons des

transformations de nature et d’intensité dévers influengant ainsi la qualité des sols.

Une zone de forte activité biologique a « hot spot » appelée la rhizosphére, Stemmer et
al., (1999) au méme titre que le volume de sol entourant les racines vivantes.
Ce terme a été introduit par Hiltner (1904) qui avait constaté une plus forte densité de
microorganisme dans cette zone a proximité des racines vivantes que dans le reste du sol.
Parmi les rhizobactéries il y a Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium
Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum,Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia,
Streptomyces ont 1’aptitude de coloniser les racines Saharan et al., (2011). Leurs effets
bénéfiques sont liés a leur position stratégique a ’interface sol-racine. En effet, le rhizoplane
et la rhizosphére sont le sie¢ge d’échanges intenses entre la plante et le milieu environnant
Rawat et Mushtaq, (2015). L’ensemble des effets bénéfiques des rhizobactéries s’est élargi
dans les derniéres années, en effet, ces bactéries peuvent exercer leurs actions bénéfiques de
plusieurs mécanismes Glick, (2001), elles sont requises dans le processus de la décomposition
et le recyclage des nutriments dans la rhizosphére Germida et al., (1998). Par ailleurs, elles

jouent un role notable dans I’amélioration et la stabilisation de la structure du sol.

L'étude des sols résistants aux maladies d'origine tellurique a permis de démontrer que
la résistance des sols repose généralement sur des interactions microbiennes complexes entre

I'agent pathogéne et tout ou partie de la microflore tellurique (Coor et Beren, 1983).

L'antagonisme entre bactéries / bactéries et bactéries / champignons est un phénomene
bien connu et fréquemment mis en évidence in vitro, mais les travaux sur les interactions
bactéries champignons in situ dans le sol sont rares Olever, (1983). En ce qui concerne les
Fusarium, les quelques publications disponibles indiquent des relations fort complexes avec
les bactéries du sol. Selon Fono et al. (1970), certaines bactéries produisent des substances
capables d'induire la formation de chlamydospores favorisant ainsi la conservation des
souches de Fusarium D'autre part, FINSTEIN et AIEXANDER (1962) indiquent que le

développement des Fusarium oxysporum peut étre freiné par la présence de Bacillus sp.



INTRODUCTION

Exercant une compétition pour le carbone. Plus récemment, il a été montré que des
Pseudomonas spp, exercant une compétition pour le fer, inhibent la germination des
chlamydospores et le développement des tubes germinatifs des Fusairum dans certains sols
résistants (SNEH et al.,1984).

Nous avons fixé comme objectif dans ce travail, I’isolement et 1’identification
phenotypique des souches bactériennes isolées a partir de deux sols de la région d’Alger
(Staouali) et de Médéa (Tablat) par des examens macroscopique, microscopique et des tests
biochimiques a savoir les galeries APl 20E, APl NE et API Staph.

En second lieu, nous avons étudié I’effet antagoniste des souches bactériennes
identifies entre aux et sur 1’agent phytopathogéne : Fusarium oxysporum, et ceci par des

confrontations in vitro et a ’aide d’une méthode directe.
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I. Le Sol

1.1 Définition du sol

Le sol est défini comme étant une entité naturelle vivante et dynamique sur la
surface de la terre, il est composé de solides (organique et minérale), liquides et gazes,

présentant au moins 1’un des deux caracteres suivants :

» Composé de couches qui se différencient par leurs matiéres premiéres suite a des

ajouts, des pertes ou des transformations de maticre et d’énergie.

* Capacité a supporter les plantes enracinées dans un environnement naturel (Osman,

2013).

Le sol constitue le support de vie d’une trés grande variété d’organismes vivants
en interactions continues (plantes, vers, nématodes, acariens, protozoaires, algues,

champignons, eubactéries, archaea, etc.) (Scow, 2004).

Tableau 1: Nombre des microorganismes du sol sur une profondeur de 0 a 15 cm

Microorganismes Nombre (g/sol) Biomasse (g/m°)
Bacteries 108 -109 40-500
Champignons 105 -106 100-1500
Algues 104 -105 1-50
Protozoaires 103 -104 Variée

1.2. Les type du sol
1.2.1. Les sols des régions sahariennes

La formation des sols dans cette région est entierement dominée par les
conditions climatiques ou le vent joue un r6le prépondérant. D'ou formation de deux

grands types de sols éoliens :

e Sols éoliens d'ablation sans « terre fine » et dont le caractére essentiel, I'absence de

terre fine, ne dépend pas de la roche mere.
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e Sols éoliens daccumulation formés par les particules entrainées par le vent qui
s'accumulent dans les zones abritées formant des dépbts de sable plus ou moins
développés. (J.-H. Durand ,1956).

1.2.2. Les sols des régions semi-arides

Il n'existe pas de définition nette de la semi-aridité. Selon J.-H. Durand (1956),
on peut dire pour la pédologie qu'on passe de la zone aride a la zone semi-aride lorsque
la végétation, entretenue par une pluviométrie encore faible (de 200 & 500 mm par an),
est cependant suffisante pour freiner I'action du vent dont le r6le devient dés lors
secondaire dans la pedogenése. Et I'on passe de la zone semi-aride a la zone « humide
» lorsque la pluviométrie est suffisante pour donner un tapis végétal herbacé continu
ou subcontinu et un couvert forestier. C'est pourquoi on peut dire que le sol zonal est,
dans ces conditions, d0 a I'équilibre vent-pluie dans la zone semi-aride, constituent
cependant un facteur de différenciation donnant, suivant leur nature : des sols
contenant du calcaire ou du gypse (sols calciques), et des sols qui n'en contiennent pas

sols « en équilibre »), mais ces derniers sont rares.

1.2.3. Les sols des régions telliennes humides

Les sols de ces régions humides peuvent se définir par leur mode de formation
original entrainement de substances en profondeur sous I'action des eaux d'infiltration.
Mais cette migration est conditionnée par la nature de la roche mére, trés variable dans
le Tell algérien du fait de sa structure plissée. D'ou une grande variété de sols dont le

seul caractére commun est un lessivage plus ou moins poussé, et que (Durand, 1956).

1.3. La rhizosphere

Lorenz Hiltner a définit, en 1904, la rhizosphére comme étant « la partie du sol
qui entoure immédiatement les racines de la plante » Prescott et al., (2007). Elle
constitue ainsi un lieu d’échange entre le végétal et le minéral ; c’est un milieu

complexe aux multiples Interactions (Lynch, 1990).

Aujourd’hui, ce terme de rhizosphére correspond a une définition plus générale :
« C’est le volume de sol soumis a I’influence de I’activité racinaire » Darrah, (1993).
Ce volume de sol varie avec la nature des plantes, la densité du systeme racinaire, ses
propriétés de surface et les propriétés physicochimiques du sol (Abhilash et Singh,
2009).
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1.3.1. La microflore rhizospérique

La microflore du sol est complexe et variée. Elle comprend, les bactéries, les
champignons, les protozoaires, etc. cependant, les bactéries et les champignons sont les
organismes les plus dominants (Tableau 1) Hoorman et Islam, (2010). La
distribution de ces micro-organismes dans le sol est hétérogéne et dépend des facteurs

nutritionnels et des facteurs physico-chimiques (Prescott et al., 2003).

1. Arboriculture

D’apres Lupescu (1978), 1’Algeérie dispose de conditions pedoclimatiques assez
favorables pour le développement de certaines espéces fruitieres telles que les
agrumes, l’olivier, le figuier, le palmier dattier et les especes dites a noyaux et a
pépins. La production de ces dernieres enregistre une augmentation notable,

conséquence d’une augmentation réguliere des superficies (Zereg, 1978).

11.1. Arbre d’olivier

L’olivier (Olea europaea L.) est un arbre cultivé dans les pays méditerranéen
pour son fruit, 1’olive, qui donne une huile recherchée. Le tronc est le principal support
de Il'arbre (un soutien a l'arbre); sur jeune arbre, le tronc est lisse de couleur grise
verdatre. Les fleurs sont petites et regroupées en inflorescences et sont hermaphrodites
Haouane et al, (2012). La forme du fruit peut étre sphérique, ovoide ou allongée. La
longueur du fruit et celle du noyau sont le caractere le plus héréditaire (Fantanazza et
Baldini, 1990).

L’olivier s’adapte a tous les types de sols sauf les sols lourds compacts humides
ou se ressuyant mal. Les sols calcaires jusqu’a pH 8.5 peuvent lui convenir, par contre

les sols acides pH 5.5 sont déconseillés.

La famille des Oléacées comporte environ 30 genres et 600 espéces. Les variétés
cultivées ; se composent souvent de spécimens se ressemblant d’un point de vue
morphologique, mais aux caracteres génétiques différent (Guignard et Dupont, 2004
et Tourte et al., 2005).

Les oliviers sont parmi les plus anciens arbres fruitiers cultivés dans le bassin

méditerranéen y compris 1’Algérie Benjama, (2003). Ces dernieres occupent toutefois
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une part trés importante dans 1’économie agricole de certains pays méditerranéens

(source FAO, 2009).

Figure 1: Arbre d'olivier

11.2. Les principales maladies de I’olivier

Les maladies des plantes sont parfois regroupées par types de symptdmes, par
type d’organes qu’elles affectent et par type de plantes affectées, mais le critere le plus
utile reste la classification selon le pathogéne responsable de la maladie (Benjama,
2003).

Tableau 2: Les principales maladies fongiques et bactériennes d’olivier

E())(:]SE]:?;I Facteurs Dégé_ts et Méthodes de Références
maladie favorisants conséquences lutte
Taches foliaires
| ciredlaires - rijir Polivier
Eil de s’accroissantdepuis le réguliérement
paon Temperatures entre | point de pénétration | \ricionic ine Guechi et
(Cyclocon 10et 25° Cassociee du champignon. protection Girre
ium a des pluies.Presence | Chute massive des (¢ icide avant les | (2002)
oleaginum de variétés sensibles. feuilles. Ui '
- pluies en automne
Cast. Affaiblissement des et au printemps
arbres. Perte de '
récolte
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Ne pas planter sur Ben_chabane,
Dessechement un terrain arisque. (1990); Bellahcens
- Jeunes vergers de | o,geatre des rameaux. [Ne pas travailler le etal., (2000
Verticilliose  moins de 10 ans avec| goriie importante de  solet préférer un Matallah boutiba,
(Ver'tIC|||Ium un préCédentCUItural. rejets Perte d’une enherbement de (1998)
dahliaeKleb) Presence de certains charpéntiére oude [graminées. Limiter Bellahcene,
adventices. Iarbre. |a fertilisation et (2004);
Pirrigation. Bellahcene et al.,
(2005).

Modérer la taille

ou taille
Automne doux et bisannuelle.
humide. Variétés Pourrissement des Fractionner les
sensibles. Arbres olives et chute apports de
Brunissement | Vvigoureux ettrés  |prématurée. Perte de phosphoreau | cjyantos, (1999),
poussants, faiblement | récolte et mauvaise printemps,
chargés en fruits. qualité d’huile apporter le
Forte fumure azotée. potassiuma
I’automne. Limiter
la fertilisation en
azote.
Désinfection du
matériel de taille.
Bactériose Humidité et Tumeurs, nodules | Tailler les arbres
(Pseudomo température surle bois. atteintsen dernier.
nas supérieure a 18° C. Eclatement de Ne pas gratter le | Assawah et
savastanoi variétéssensibles. Iécorce. Baisse du nodule. Ayat, (1985).
Smith.) Blessures diverses. vigueur et de Pulvérisations

production.

cupriques apres la
taille ou un
passage de gréle.

I11. Maraichere

111.1. Tomate

La tomate pousse bien sur la plupart des sols minéraux qui ont une bonne

capacité de rétention de I’eau, une bonne aération et qui sont libres de sels. Elle préfére

les terres limoneuses profondes et bien drainées (Chibane, 1999).
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STRUCTURE D'UNE PLANTE

fleur
fruit
graine
pousse
feuille
tige
racine

Figure 2: Branche de tomate : tige, feuille composée, fleurs, fruit

La tomate est une plante herbacée annuelle, appartenant au groupe des Iégumes-

fruits Aissa, (1999). Elle est caractérisée par :

Forte racine pivotante qui pousse jusqu’a une profondeur de 50 cm ou plus. La
racine principale produit une haute densité de racines latérales et adventices
(Shankara, 2005).

Feuilles disposées en spirale, 15 a 50 cm de long et 10 a 30 cm de large. Les
folioles sont ovées a oblongues, couvertes de poils glandulaires. Les grandes folioles
sont parfois pennatifi des a la base. L’inflorescence est une cyme formée de 6 a 12

fleurs. Le pétiole mesure entre 3 et 6 cm.

En général la plante est autogame, mais la fécondation croisée peut avoir lieu.

Les abeilles et les bourdons sont les principaux pollinisateurs (Shankara, 2005).

Fruit, de forme globulaire ou aplatie avec un diametre de 2 a 15 cm. Lorsqu’il

n’est pas encore mdr, le fruit est vert et poilu. La couleur des fruits mdrs varie du jaune

10
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au rouge en passant par I’orange. En général les fruits sont ronds et réguliers ou

cotelés.

Graines nombreuses, en forme de rein ou de poire. Elles sont poilues, beiges, 3 a
5 mm de long et 2 & 4 mm de large. L’embryon est enroulé dans 1I’albumen. 1000

graines pesent approximativement 2,5 a 3,5 g (Gallais et Bannerot, 1992)

I11.2. Les maladies de tomate

En dépit de son importance, la culture de la tomate souffre de plusieurs
problemes aussi bien sur le plan agronomique que commercial. De point de vue
agronomique, les problémes phytosanitaires sont primordiaux. En fait, environ 200
maladies infectieuses, a diverses étiologies, peuvent affecter le fruit de la tomate Jones
et al., (1991). Ces pathologies sont principalement dues a des champignons, bactéries

et virus (voir tableau ci-dessous).

Tableau 3 : Les principales maladies de la tomate

Les maladies fongiques Les maladies bactériennes

L’alternariose : causée par alternerai
alternata f .sp .lycopersici.
L’oidium : causeé par leveillula taurica.
Lapourriture grise : causé par Botrytis
cinerea.

Les fusarioses : causées par Fusarium

Le chancre bactérien : Causé par
clavibacter michiganensis subsp
La mouchteure des feuilles : causé par
Pseudomonas syringae pv.syringae
La tache bactérienne : causée par
psedomonas syrigae pv.Tomato.

oxysporum f. sp. lycopersici et f.oxysporum
f.sp radici- lycopersici.
La cladosporiose : causé par Fulvia.

La moucheture bactérienne : causée par
Xanthomonas comestris pv.vesicatoria.
Le flétrissement bactérien : causé par

Ralstonia solanacearum.

V. Quelque bactérie du sol

IV.1. Les rhizobactéries

Les bactéries de la rhizosphére, dites rhizobactéries, sont capables de coloniser
I'intérieur ou l'extérieur de la racine de nombreuses espéces de plantes et peuvent étre
divisé entre celles qui forment une relation symbiotique avec la plante et celles qui ne

le font pas. (Kloepper et al., 1989). (Voir Figure 3)

Elles sont genéralement tres compétitives capables de coloniser le systéme
racinaire riche en éléments nutritifs Peter et al., (2015) et sont des hétérotrophes

11
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typiques nécessitant des composés organiques comme source d'énergie, leurs besoins
sont entierement comblés a I'intérieur méme de la rhizosphére Campbell et Greaves,
(1990). Quand elles émettent des substances favorisant la croissance des plantes tout au
long de leur cycle de développement Kloepper, (1993), elles sont souvent mentionnées
comme des rhizobactéries promotrices de la Plant Growth Promoting Rhizobacteria)
(Kloepper et al., 1989 ; Zahir et al., 2004).

Attaque repoussée

£

Résistance induite

D

@t ¥
= f
Attaque repoussée Rhizobactéries bénéfiques
{\‘ v Pseudomonas spp.

A. GAUTHIER copyright®

Figure 3 : rhizobactéries favorisant la croissance des plantes

1VV.1.1. Pseudomonas
1VV.2.1. Définition

Les Pseudomonas appartiennent aux Gamma-Protéobactéries. Ce groupe englobe

la majorité des espéces de bactéries phytopathogenes.

Le genre Pseudomonas appartient a la famille des Pseudomonaceae, il comprend
une soixantaine d’espéces. Plusieurs études ont souligné le haut degré de diversité au
sein de Pseudomonas fluorescens, ce qui a mené a la subdivision de cette espéce en
différentes biovars. Le groupe de Pseudomonas se compose de bactéries sous forme de
batonnets, Gram négatifs (Figure 4) mobiles par ciliature polaire (sauf Pseudomonas
mallei), non sporulant, elles sont aérobies obligatoires. Les Pseudomonas ont un
métabolisme mésophile et chimioorganotrophe, peu exigeantes, et incapable de

Figure 4: Pseudomonas vue au microscope électronique.
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fermenter le glucose, se caracterisent par la pluralité des substances hydrocarbonées
utilisées comme source de carbone et d’énergie, produisant des pigments, la plupart
étant saprophytes et pouvant coloniser les cellules corticales mortes des racines (Cook
et al., 1996 et Frey et al., 2006).

IV.2. Staphylocoque

IV.2.1. Historique

Les staphylocoques ont été découverts par Pasteur et Koch (1877-1878) a partir
du pus de furoncle et d’ostéomyélite (Avril et al., 1992 ; Corne, 2004). En 1883, le
nom de « staphylocoque » a été propose par Ogston, staphyle, mot grec signifiant
grappe de raisin et kokkos, mot grec signifiant un grain ou une baie Bhunia, (2008),
pour un groupe de microcoques causant une inflammation accompagnée d'une
suppuration. Ogston a été le premier auteur a différencier entre deux types de coques
pyogenes : un premier groupe arrangé en groupe ou amas appelé Staphylococcus » et
un second groupe organise en chainette nommé « Streptococcus de Billroth ». En 1884,
une description formelle du genre Staphylococcus a été fournie par Rosenbach. Celui-
ci a divisé le genre Staphylococcus » en deux espéces, Staphylococcus aureus
(staphylocoque doré) et Staphylococcus albus (staphylocoque blanc). En 1885, Zopf
a placé les staphylocoques et les microcoques dans le genre Micrococcus. Puis, en
1886, le genre Staphylococcus a été séparé du genre Micrococcus par Flugge. Celui-ci
a différencié les deux genres principalement sur la base de leur action sur la gélatine et

la relation a leurs hotes.

Les genres Staphylococcus, Micrococcus et Planococcus (genres contenant des
coques a Gram positif et catalase positive) (Figure 5) ont ensuite été placés dans la
famille Micrococcaceae.

Jusqu'au début des années 1970, le genre Staphylococcus se composait de trois
especes : l'espéce a coagulase positive Staphylococcus aureus et les espéces a
coagulase négative Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus saprophyticus ;
cependant une étude plus poussée des propriétés chimio-taxonomiques et génotypiques
staphylocoques a conduit a la description de plusieurs nouvelles espéces de

staphylocoques (Gotz et al., 2006)

13
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Figure 5: staphylococcus vue au microscope
électronique.

V1.3.Bacillus

Le genre Bacillus est tres hétérogene, comprend au moins 36 especes. Ce sont en
générale des bacilles unicellulaire a Gram varie, oxydase négatif, catalase positif,
mobiles sauf Bacillus anthracis (Figure 6) Elles sont aérobies strictes ou anaérobies,
facultatifs suivant les espéces et tirent leur énergie de la respiration ou la fermentation.
Lorsque les conditions deviennent défavorables, les Bacillus sporulent et donnent des
spores souvent trés résistantes dans le milieu extérieur. Elles peuvent étre conservées
longtemps dans un endroit frais et sec. Les Bacillus sont chimiohétérotrophes,
saprophyte et ubiquitaires, il existe des especes thermophiles et acidophiles (Madigan
et Martink, 2007).

Le genre Bacillus appartient a la tribu des Bacillini, sous-famille des Bacillinae,
famille des Bacillidae et enfin sous-ordre des Areolatae (Bradley et Galil, 1977).
Dans la région Méditerranéenne il existe aux moins 10 espéces de Bacillus (Bullini et
al., 1983 ; Mantovani et Scali, 1990, 1991).

Figure 6: Bacillus subtilis vue au microscope
électronique.
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V1.4. Les Entérobactéries
V1.4.1. Définition

Les Entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif, le plus souvent courts (1 a
6 ul) (Figure 7), droits, immobiles ou mobiles par une ciliature péritriche (rares,
exceptions) de culture aisée, aéro-anaérobies facultatifs, fermentaires, oxydase
négative, catalase positive (rares, exceptions), nitrate réductase positive (rares,
exceptions) (Bidet et Bingen, 2007).

Les Entérobactéries sont retrouvées partout dans le sol, dans l'eau, et surtout
dans l'intestin de I'nomme et des animaux. Elles comprennent un nombre trés élevé de
genres et d'especes. Leur abondance dans l'intestin, leur mobilité, la rapidité de leur
multiplication, I'acquisition fréquente de mécanismes de résistance aux antibiotiques
expliquent qu'elles soient les bactéries les plus souvent impliquées en pathologie

infectieuse humaine, surtout en milieu hospitalier.
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Figure 7: Coloration de Gram d’Entérobactéries vu en microscope.

V1.4.2. Les groupes d'entérobactéries

On peut schématiquement subdiviser I'ensemble des Entérobactéries en deux
groupes d’une part les Entérobactéries qui font partie des flores fécales commensales
habituelles de I'nomme et des animaux; ce groupe comprend principalement
Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Morganella, Providencia,
Serratia, Citrobacter. Outre une résistance naturelle aux antibiotiques actifs sur les
germes a Gram positif (pénicillines, macrolides), les Entérobactéries présentent
fréguemment une résistance acquise aux antibiotiques a large spectre. Cette résistance
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est souvent conditionnée par la présence de plasmides porteurs de déterminants de
résistances multiples et transférables a d'autres bactéries a Gram négatif (Delmée,
2004).

IV. La lutte biologique

Dans le sens strict, elle consiste a I’utilisation d‘étres vivants en vue de réduire
ou empécher les pertes ou les dommages causes par divers organismes (SIMON et al.,
1994).

L’¢étude de 1‘action de certaines bactéries sur la germination des urédospores des
rouilles des céreales a été étudiée la premiére fois par Morgan en 1963 qui a isolé une

bactérie Bacillus pumilus et qui a donné de bons résultats.

La découverte des relations antagonistes entre les germes telluriques a amene les
microbiologistes a se demander s’il n’était pas possible d’utiliser des micro-organismes
pour la lutte biologique contre les maladies des plantes dues a des champignons
phytopathogénes CLARK, (1969). Partant de cette idée, de nombreux chercheurs ont
pensé qu’il serait possible d’éliminer ces champignons en favorisant le développement

des micro-organismes.

1V.1. Définition

La lutte biologique est toute action qui met en jeu des organismes vivants pour
déplacer les équilibres microbiens dans le sens favorable a la plante peut étre rangée
dans les moyens de lutte. La lutte biologique consiste a utiliser des organismes
inoffensifs qui entrainent la destruction ou I’inhibition des especes nuisibles. C’est la
lutte biologique proprement dite. Elle consiste également a empécher le
développement des maladies par une action sur la plante-hote elle-méme. Parfois, ce
résultat est obtenu grace a des micro-organismes, ce type d’intervention saprophyte ou

auxiliaire se rattache a la lutte biologique au sens strict (DAVET, 1996).

IV.2. Historique de la lutte biologique

En 1897, ERNEST DUCHENE écrit dans sa these de doctorat en medecine
qu’il ne semble résulter de quelques-unes de nos expériences, qu’il importera de
répéter et de controler, que certaines moisissures (Penicillium glaucaum) inoculées a

un animal en méme temps que des cultures trés virulentes de quelques microbes
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pathogénes, sont capables d’atténuer dans de trés notables proportions, la virulence de

ces cultures microbiennes. (BRUN- COTTON et al., 1980).

En 1877, PASTEUR et JOUBET, ont constaté que des « bactéries aérobies » inhibent
la croissance de Bacillus anthracis. La notion d’antagonisme n’a pris sa forme
définitive qu’avec 1’avénement des travaux d’Alexander flemming en 1929, date

capitale de I’histoire des antibiotiques.

Le développement des connaissances en écologie microbienne, en particulier sur
les relations antagonistes entre les micro-organismes du sol, a fait naitre I’idée
d’utiliser ces antagonistes pour lutter contre les maladies des plantes d’origine
tellurique (Tims, 1932 ; Waksman, 1948 ; Clark, 1969).

1V.3. L’antagonisme

L’antagonisme est défini comme étant le phénoméne par lequel un organisme
inhibe le développement ou interfére avec les activités d’un autre organisme vivant par
la création de conditions défavorables dans les milieux, ou par la production de

substances antimicrobiennes.

L’antagonisme est 1’action d’opposition entre deux systemes, deux substances,
deux fonctions aux deux organismes, créant une situation néfaste pour I’un ou pour

’autre.

L’antagonisme stimule la formation des spores et provoque un développement de
forme, de taille et de structure des hyphes, de la direction du développement, cessation
compléte du développement et raccourcissement des segments d’hyphes ou, parfois

méme lyse du mycelium fongique (WELLER, 1988).

IVV.3.1. Production de substances inhibitrices ou toxiques :

Une forme trés fréquente d’antagonisme résulte de la production par une espece
microbienne de substances toxiques pour les especes qui se trouvent a proximité. Ces
substances peuvent ne présenter aucune spécificité : elles agissent sur un trés grand
nombre d’especes microbiennes. Elles peuvent, au contraire, ne s’avérer toxiques que
vis-a Vis de certains groupes ou certaines espéces sensibles. Ont dit qu’elles sont

spécifiques. L’effet de ces substances est trés variable. On distingue en général :
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-Un effet bactériostatique ou mycostatique (fongistatique), se traduisant par un arrét de
la croissance de la bactérie ou du champignon.

-Un effet bactericide ou fongicide, se traduisant par la mort définitive de la bactérie ou
du champignon.

-Un effet bactériolytique ou mycolytique, se traduisant par la désintégration ou la lyse

des cellules bactériennes ou fongiques.

Les substances inhibitrices ou toxiques ont une structure chimique simple (acides
minéraux, par exemple) ou complexe (antibiotiques ou enzymes lytiques)
(DOMMERGUES et MANGENOT, 1970).

1VV.3.1.1 Substances a structure chimique simple

L’activité de certains micro-organismes peut se traduire par ’accumulation dans le sol
de diverses substances minérales (telles que I’ammoniac, les nitrites, I’hydrogéne
sulfuré) ou organiques (telles que les alcools ou les acides organiques). On se trouve
donc en présence d’un processus d’antagonisme a caractére non ou peu spécifique

(DOMMERGUES et MANGENOT, 1970).

1VV.3.1.2 Antibiotiques

La microflore tellurique renferme une trés forte proportion de micro-organismes
capables de synthétiser des substances antibiotiques vis-a-vis de micro-organismes tres
divers. Les actinomycétes se classaient parmi les micro-organismes les plus actifs en
ce qui concerne la production d’antibiotiques. Cette propriété est tres répandue chez le

genre Streptomyces, Nocardia et Micromonospora.

Parmi les bactéries, de nombreux producteurs d’antibiotiques appartiennent au
genre Bacillus et Pseudomonas. Quant aux champignons, parmi les plus connus, les
genres Penicillium, Aspergillus, Trichoderma, Fusarium et Sclerotina. Les
antibiotiques agissent, en générale, en inhibant I’activit¢ ou la synthése d’un
constituant cellulaire essentiel. Ainsi, quelques-uns perturbent la biosynthése d’ADN,
ou celle du mucocomplexe des parois cellulaires, d’ou lyse osmotique du micro-
organisme sensible lorsqu’il se trouve en milieu hypotonique. D’autres antibiotiques
agissent en désorganisant la membrane des cellules & la maniére d’un détergent

(Dommergues et Mangenot, 1970).
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1VV.3.3. L’interférence hyphale

L’inhibition par contact connue sous le nom d’interférence hyphale ne semble

pas mettre en ceuvre des substances inhibitrices ou toxiques vis-a-vis de I’hote (Davet,

1996).

Ce phénomeéne s’observe chez certains champignons capables de conquérir des
substrats déja colonisés par d’autres espeéces. Lorsque les apex des hyphes des
champignons dominés arrivent au contact du mycélium du champignon envahisseur,
leur croissance s’arréte brusquement ; au bout de quelques minutes, leur cytoplasme
devient granuleux et I’on observe une augmentation de la perméabilité membranaire et
une dégenérescence des mitochondries. Ce mécanisme est mis en évidence chez les
Basidiomycetes corpophiles et lignivores Ikediugwu et Webster, (1970) et aussi chez
un oomyceéte comme Pythium oligandrum (Lutchmeah et Cooke, 1984).

IVV.3.4. Mycostase ou fongistase

C’est I’inhibition de la germination des spores fongiques méme si les conditions
de I’environnement, en particulier la température et I’humidité, semblent favorables a
la germination. Ce phénoméne d’inhibition qui intéresse non seulement les spores au
moment de la germination, mais les hyphes en cours de croissance, a recu le nom de

mycostase ou fongistase (Dommergues et Mangenot, 1970).

Les champignons dont les spores sensibles & la mycostase sont : Fusarium
culmorum, Phomabetae, Trichoderma lignorum, Penicillium notatum, et
Stachybotrisatra Payen,1962 ; Griffiths, (1966). La mycostase est susceptible d’étre
atténuée ou méme supprimée par apport au sol de substances nutritives (résidus
végétaux, exsudats racinaires, mélasses, monosaccharides, disaccharides, acide
citrique, acide ascorbique...) (Lokwood, 1964 ; Payen, (1962) ; Dobbs et al.,
(1960).Inversement, elle peut étre renforcée par incorporation au sol de certaines

substances organiques (paille d’avoine) (Powelson et Patil, 1963).

Selon Dommergues et Mangenot (1970), la nature biologique de la mycostase

semble bien due a I’activité microbienne pour les raisons suivantes :

19



Premier Chapitre : Synthese bibliographique

-La mycostase est supprimée par la stérilisation, la chaleur, les antiseptiques et la
dessiccation Dobbs et al., (1960). Dans le cas de stérilisation partielle, elle réapparait

rapidement avec la recolonisation du sol par les micro-organismes ;

-La mycostase peut étre reinstallée par inoculation avec un peu de sol non stérile ou

avec des micro-organismes.

-La mycostase est d’autant plus développée que I’activit¢ microbienne du sol est
intense. Elle diminue lorsque cette activité faiblit, en particulier dans les horizons

profonds ou dans les sols ou I’acidité restreint la densité des micro-organismes.

Pour expliquer 1’origine de la mycostase, on fait actuellement appel a 1’'une ou

I’autre des hypothéses suivantes :

-Hypothése de 1’origine compétitive : la mycostase serait due a la déficience du sol en
substrats nécessaires a la germination des spores fongique d’ou apparition d’une
compétition tres vive entre les spores du micro-organisme sensible, d’une part et les
autres micro-organismes telluriques d’autre part.

-Hypothése de I’induction par des substances inhibitrices mycostatique en particulier,
des antibiotiques (Dommergues et Mangenot, 1970).

IV.4. Interaction directes PGPR/Pathogéne

Dans certains cas, une réduction de la maladie peut étre associée colonisation
importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre de sites
habitables pour les micro-organismes pathogénes et par conséquence, leur croissance
(Piano et al., 1997 ; Reyes et al., 2004). Cependant, cette corrélation entre
I’importance de la population de PGPR sur les racines et la protection observée n’est
dans certains cas pas vérifiée et ne peut donc pas étre considérée comme une regle
générale.

Une illustration de D’effet de la compétition pour I’espace concerne la lutte
biologique contre le pathogene Ceratocytis paradoxa qui est responsable de la maladie
de la pourriture noire sur les fruits d’ananas. On a observé que cette maladie a
seulement été dans les fruits prétraités avec l’eau de lavage de fruits d’ananas
contenant la levure Pichiaguilliermondii. Ce traitement permet de réduire la
germination des spores, la longueur des germes et le poids sec du pathogéne C.

Paradoxa et les résultats montrent que le mode d’action de P. guilliermondii serait
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bas¢ sur la compétition pour 1’espace et les nutriments parce qu’on n’a observé aucun

effet d’antagonisme de cette levure lorsqu’elle est appliquée aprés 1’inoculation du
pathogene (Reyes et al., 2004).
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Deuxieme chapitre : Matériels et méthodes

Toute la partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique
de la faculté des sciences a 1’université Yahia Fares et 1’unité antibiotical- SAIDAL

Médéa pendant la période allant de janvier a mai 2022.

. Matériels

1.1.Milieu de culture

— King (A et B).

— Milieu Cétrimide.

— Gélose Héktoen.

— Gélose BCP (Pourpe de Bromocreésol).
— GN (gélose nutritif).

— Milieu Sabouraud

— SS Agar (Salmonella-shigella agar).
— Milieu chapmane.

— Milieu Bineet .

— Milieu TSA ( trypticase soja).

— Milieu YEM (Yest Extract Mannitol)

(Voir annexe 1)

1.2. Solutions et réactifs

— Alcool (éthanol).

— Disque d’ONPG.

— Disques d’oxydase.

— Eau distillée.

— Eau oxygénée (H202).

— Fuchsine.

— Violet de Gentiane.

— Huile de vaseline.

— Huile a immersion.

— Solution de Lugol.

— Solution Chlorure de Sodium (NaCl).
— Hydroxyde de sodium (NaOH).
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— Acide chlrhydrique (HCI).

— Poudre de Zinc.

— Reactif de Kovacs.

— Creatinine a 1% (VP1).

— Poudre de potasse a 10% (VP2).
— Reactif NR1.

— Reactif NR2.

— Rouge méthéle.

[EEN

. 3. Verrerie

— Erlenmeyer

— Bécher

— Flacons en verre
— Tubes a essai

— Pipette pasteur

— Lame/ Lamelle.

1.4. Appareillage

— Agitateur

— Balance

— Thermométre
— PH-metre

— Autoclaves
— Etuve

— Distillateur
— Bain marie
— Incubateur

— Microscope optique

(Voir annexe 2)
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1. Méthode

I1.1. Objectif

les objectifs du présent travail sont :

> lIsolement et identification phynotypique des souches a partir du sol arboriculture et
maraichere.

» Evaluation de L’effet antagonisme des souches préalablement isolée.

11.2. Echantillonnage

Deux types de sol ont été utilisés dans cette étude : sol arboriculture et sol
maraichere, ces prélevements ont été effectué en printemps 2022 2023 dans deux

zones différentes.

Les échantillons de sol (4 échantillons) ont été collectés dans deux régions : 2
échantillons a Alger et 2 a Médéa. La surface du sol est d’abord débarrassée des
feuilles mortes et des débris végétaux. Les échantillons sont prélevés de maniere
aléatoire a une profondeur de 30 a 40cm d’épaisseur de terre. Au niveau du laboratoire,

les échantillons sont pesés (environ 20g pour chaque échantillon) puis mis dans des

sachets en plastiques étiquetés. L’analyse des échantillons se fait dés ’arrivée au
laboratoire (Pochon ,1964).

Figure 8: Photos des échantillons prélevés
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11.3. Préparation des dilutions

A T’aide d’une micropipette de 1000 pL, une série de dilution (10™ & 10) doit
étre préparée en prélevant 10g du sol et en le placant dans un flacon stérile contenant
90 ml d’eau physiologique stérile pour obtenir la solution mer (la premiére dilution de
10V puis on a prélevé 1 ml de la solution mer dans un tube & essai stérile contenant 9
ml d’eau physiologique chaque dilution, la méme opération est répétée jusqu’a
obtention de la dilution 10”° (Abdesselam et Latache, 2017).

Figure 9: Gamme de dilution de la souche bactérienne

11.4. Isolement et purification des souches bactérienne :

En général, 100 pL des dilutions suivantes : 10%,102,10" * ,10%,10° sont
prélevées et étalées sur les milieux de cultures. Les boites de Pétri portante les
indications nécessaires (dilution, type du milieu de -culture, origine de
I’échantillon, la date) sont incubées a 30 jusqu’a 37°C pendant 24-72 heures
(Abdesselam et Latache, 2017). Pour isoler les bactéries du sol, plusieurs milieux

sont utilisés.

Plusieurs milieux de cultures sélectifs et non sélectifs ont été utilisés
(Annexe 1)

» Les milieux de culture sélectif :
= King (A) (King et al., 1954)

C’est un milieu sélectif utilisé pour la mise en évidence de la pyocyanine :

La pyocyanine est un pigment qui bleuit le milieu, soluble dans le chloroforme et
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I’eau sa production est favorisée par la présence d’ions inorganiques dans le milieu
et la culture se fait a 30°C pendant 24 a 72h.

= Milieu King B (King et al., 1954)

C’est un milieu sélectif utilis¢é pour la recherche de la production de la

pyoverdine.

Qui jaunit le milieu. Elle est insoluble dans le chloroforme. La production de
la pyoverdine est favorisée par une teneur élevée en phosphate et la culture se fait
a 30°C pendant 24 a 72 h.

= Milieu Cétrimide (Azad et Cooksey, 1995).

C’est un milieu sélectif, proche du milieu King A. Ce milieu favorise aussi
la production des pigments par les Pseudomonas sp. Il inhibe de trées nombreuses
bactéries par la présence de I'antiseptique : cétrimide, ainsi que par la présence de
I'antibiotique : acide nalidixique. L’incubation se fait a 30°C pendant 24 a 72 h.

* Milieu SS Agar.

C’est un milieu sélectif permet 1’isolement d’Entérobactéries pathogéne, il est
trés utilisé pour la recherche de salmonelle et shegella et la culture se fait a 30°C
pendant 24 a 72 h.

= Milieu chapmane.

C’est un milieu sélectif permet I’isolement de staphylocoque, la culture se
fait a 30°C pendant 24 a 72 h.

* Milieu Bineet.
C’est un milieu sélectif permet 1’isolement d’Actinomycéte.

> Les milieux non sélectifs.
= Gélose Héktoen (King et al., 1954).

C’est un milieu non sélectif qui permet I’isolement des bactéries a Gram
négatif. Ce milieu permet de rechercher trois types de glucides qui sont : la
salicine, le saccharose et le lactose ainsi que la production d’H2 S. La culture se
fait a 30°C pendant 24 a 72 h.
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= Gélose BCP (Pourpe de Bromocrésol) (Nickerson, 1953).

C’est un milieu non sélectif contenant une base nutritive ordinaire
permettant la culture des bactéries non exigeantes. Il contient un critere de
différenciation qui est la fermentation du lactose. La culture se fait a 30°C pendant
24a72h.

» GN (gelose nutritif) (Lapage et Mitchell, 1970).

C’est un milieu non sélectif contenant une base nutritive ordinaire
permettant la culture des bactéries non exigeantes comme les Pseudomonas. Il met
en évidence la production des deux pigments ; la pyoverdine et la pyocyanine. La
culture se fait a 30°C pendant 24 a78h.

= Milieu YEM (Yeast Extract Mannitol) (Vincent,1977).
Ce milieu est utilisé pour cultiver les bactéries du genre Rhizobium a 28°C.
= Milieu Sabouraud (Sabouraud, 1910).

C’est un milieu classique pour la culture, I'isolement et l'identification des
levures et des moisissures saprophytes ou pathogenes. La culture se fait a 20 -
25°C de 3a5 jours.

e Milieu TSA

Pour ce fait I’effet antagonisme.

11.4.1. Ensemencement des suspensions du sol :

Un volume de 0,1ml de chaque dilution (10™,102,10 10™,107) a été étalé a la

surface d’un milieu. A 1’aide d’une pipette pasteur stérile sous forme de séries de

7 &
6o

Figure 10: Ensemencement par la technique des quatre cadrans (Vincent, 1970).
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stries. Trois répétitions ont éte réalisé pour chague échantillon, les boites de pétrie ont

été incubees a 30jusqg a 37C°.
11.4.2. Dénombrement :

Le dénombrement des colonies bactériennes totales a été realisé aprés 24-48h
d’incubation a 30jusqua 37C°, en multipliant le nombre des colonies comptées (x) par
le facteur de dilution (1/d) et par I’inverse du volume ensemencé (V), selon la loi de
Kass. Le nombre total des bactéries (N) dans 1’échantillon de départ est exprimé par
UFC.ml-1. La technique d’isolement des bactéries est celle décrit par Vincent (1970),
Somasegaran etHoben (1985 et 1994) (anonyme, 2003)

11.4.3 Purification des souches bactériennes

Les colonies obtenues sur les différents milieux utilisés ont fait I’objet de
plusieurs repiquages sur les mémes milieux d’isolement jusqu’a obtentions des souches
homogénes. Purification C'est une étape trés importante et trés délicate, qui demande

beaucoup de temps.

» La premier Purification :

Apreés le premier ensemencement sur boite de Pétri, différentes colonies sont
obtenues. La sélection a été basée sur les criteres des colonies (couleur, forme,
diametre, etc.), Chaque colonie d’aspect différent est ensemencée sur le méme milieu
dans lequel les échantillons ont été multiplies. Les boites ensemenceées seront incubées
a 30 jusqu’a 37°C pendant 24 a 48 heures.

= « Confirmation » :

Apres 1’obtention des souches pures, nous avons faire un deuxieme
ensemencement sur des milieux sélectifs pour faciliter d’orienter au coure

d’identification d’isolat (genre)
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11.4.4. Conservation des isolats :

Les bactéries sont ensemencées dans des tubes de gélose inclinée incubés a 30 jusqu’a

37°C pendant 24 a 48 heures pour les bactéries.

Les tubes inclinés sont placés a frigidaire +4°C ou ils sont conservés plusieurs

semaines (6mois).

Figure 11: Gélose inclinée

Organe gramme de travail :
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Le sol
| | I | |
sol L
arboréculture sol maraichere
| | | |
| | | | | | | |
Echantillon 2 Echantillon 1 Echantillon 2 Echantillon 1
dillution dillution dillution dillution
Ensemenceme Ensemenceme Ensemenceme Ensemenceme
nt nt nt nt
dénombremen dénombremen dénombremen dénombremen
t t t t
Premier Premier Premier Premier
purification purification purification purification
Confermation L Confermation L Confermation Confirmation
L Souches pures Souches pures

Souches pures totales

Figure 12:Protocol expérimentale pour obtenir des isolats pures
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I1.5. Identification des isolats
L’identification des isolats bactériens est réalisée par la détermination des

caractéres morphologiques et biochimiques.

11.5.1. Critere morphologique :
11.5.1.1. Examen macroscopique :

L'examen macroscopique des colonies bactérienne est le premier examen
effectué apres I’isolement, il consiste a observer directement, a 1’ceil nu, 1’aspect
morphologique a obtenues sur les milieux utilises aprés 24 a 48 heures
d’incubation en tenant compte des criteres noter dans le tableau suivant
(Ripert,2013).

Tableau 4: Les éléments d'identification macroscopique

Forme Rond, irréguliére, huileux, régulier, ...
Taille Petite, moyenne, grande...

Couleur Jaune, creme, orange...

Aspect Plate, lisse, bombé ...

11.5.1.2. Examen microscopique :

L’observation microscopique permet de définir certains caracteres

morphologiques et organisationnels des bacteéries.

= Coloration de GRAM :
» Les étapes de coloration de Gram
> A partir de la culture & étudier préparer un frottis.
» Réaliser une coloration simple au violet de Gentiane, laisser agir pendant 1 minute.
» Ajouter le Lugol et laisser agir pendant 1 minute.
» Laver a I’eau puis a ’alcool.
» Recolorer avec la Fuchsine, laissé agir pendant 30 secondes (Delarras et al., 2003)
(Figure 13).
> Lecture

Observer au microscope :
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- Les bactéries Gram- sont roses.

- Les bactéries Gram+ sont de coloration violette. (Annexe 3)

Frottis Violet de gentiane Lugol Alcool Fuchsine
(1 min) (1.30 min) (10 sec) (30 sec)

con- il I N N

o N N i

Figure 13: Les étapes de coloration de Gram ( Abdi et al., 2013)

11.5.2. Criteres biochimiques :
11.5.2.1. Etude des enzymes respiratoires :
11.5.2.1.1Test de catalase :

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes
et anaérobies facultatifs. Elle décompose 1’eau oxygénée (H202) provenant de la
respiration oxydative, en eau et en oxygene qui se dégage (Marchal et al., 1982).
La recherche de la catalase se fait en suivant le protocole suivant : A ’aide d’une
pipette pasteur une goutte d’eau oxygénée a 10 volumes est déposée au milieu
d’une lame propre et dégraissée, avec une pipette boutonnée, un prélévement a
partir d’une culture pure de 18 heures est déposé sur l’eau oxygénée. Le
dégagement des bulles de gaz indique la présence de catalase. S’il n’y a pas de
dégagement des bulles de gaz cela indique 1’absence de la catalase (Marchal et
al., 1982). (Annexe4).

s = ™

Pipette pastenr

2 gouttes d"H20: - 71 Colonie
y y Deégagement du
gaz instantané + )

L J==y O [ @

Figure 14: les étapes de test catalase
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I1.5.2.1.2. Test d’oxydase (DELARRAS, 2007)

Intervenant a la fin de la chaine d’oxydoréduction, I’oxydase est une enzyme
qui catalyse la fixation d’hydrogéne et des électrons sur une molécule d’oxygene
(LEVEAU et BOUIX, 1991). Elle est présente dans certaines chaines respiratoires
cytochromiques bactériennes (DELARRAS,2007).

- On dépose sur une lame en verre stérile un disque d’oxydase stérile.

- Imprégner le disque avec une goutte d’cau physiologique stérile.

- Déposer au-dessus une colonie bactérienne avec une Pipette Pasteur stérile.
- Observer le résultat avant 30 secondes.

L’interprétation des résultats :

» Bactéries oxydase + : s’il y’a apparition d’une couleur violette sur le disque.

» Bacteéries oxydase - : si le disque reste incolore. (Annexe 5)

(/=L =
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Figure 15: Les étapes de test d'oxydase

11.5.2.1.3. Nitrate réductase (GUIRAUD, 2003 ; DELARRAS, 2007)

Certaines bactéries ont la capacité de réduire le Nitrate en Nitrite selon la

réaction

suivante :
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NOg- +2(H+ + o-) —— NO,-+ H,0

Tandis que d’autre peuvent poursuivre cette réaction jusqu’au stade d’azote gazeux :

NO,- +8H-+ +6(e-) > No+ 4H,0

(GUIRAUD,2003 ;DELARRAS,2007).

La premiére et la derniere réaction sont respectivement catalysées par le
nitrate et la nitrite réductase. La mise en évidence de la nitrate réductase se base
sur la recherche des nitrites formées en fin de réaction utilisant les réactifs NR1 et
NR2.

Aprés ensemencement et incubation pendant 24 heures a 37°C d’un tube
contenant du bouillon nitraté, on rajoute 4 gouttes du réactif NR1 et 4 gouttes du
réactif NR2, puis on agite bien le tube. Les résultats probables seront les suivants :
Apparition d’une couleur rouge : ce qui se traduit par la présence d’un nitrate
réductase dont sa souche sera dite nitrate réductase positive (NR+).

La couleur du milieu ne change pas : dans ce cas on rajoute un peu de

poudre de zinc (réducteur des nitrates) et on agite :

- Si le milieu devient rose ou rouge, donc il y’a présence des nitrates dans le
milieu ces derniers n’ont pas été réduits par la bactérie ; donc cette derniére est
nitrate réductase négative (NR-).

- Si le milieu reste incolore, donc il ne reste plus de nitrate dans le milieu dans ce
cas la bactérie les a réduits au-dela du stade nitrite atteignant le stade azote

gazeux.

11.5.2.1.4. La recherche de la Staphylocoagulase :

Principe : La coagulase libre est une enzyme libérée dans le milieu au cours de la
culture par Staphylococcus aureus. Cette enzyme est capable in vitro de coaguler
le plasma de lapin. Sa mise en évidence permet seule, d’affirmer la présence de
S.aureus].

Technique : Dans un tube a hémolyse stérile, introduire 0,5 ml de plasma oxalaté +
0,5 ml d’une culture de 18 heures de la souche a étudier. Placer le mélange a 37°C.
Des lectures doivent étre effectuées toutes les heures au moins pendant les cing

premiéres heures.
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e Lecture : Coagulation du plasma —Coagulase (+) — Staphylococcus aureus

Pas de coagulation du plasma —Coagulase (-) — autres especes de Staphylocoques.
11.5.2.2. Examen de type de respiratoire :

L’¢étude du type respiratoire des souches bactériennes a été effectué sur le
milieu VT (viande-foie, A I’aide d’une anse de platine contenant une colonie pure
de 24 heures une piqdre centrale est réalisée dans un tube de milieu vionde de fois.

Apreés incubation pendant 24h.

L’apparition d’une culture bactérienne le long de la piqlre centrale indique
que la bactérie est anaérobie tandis que I’apparition d’un trouble et aérobie stricte

une couche se forme sur la surface.

Figure 16: test respiratoire

11.5.2.3. Etude de la fermentation du mannitol (test du mannitol mobilité) :

Pour étudier la fermentation du mannitol et la mobilité, on utilise le milieu
mannitol-mobilité. La dégradation du mannitol conduit a la formation du fructose et

aboutie a des acides (acides acétique, acide formique).
Le test est effectué comme suite :

On ensemence un tube d’un milieu mannitol-mobilité par piqure centrale puis
I’incuber a 37°C pendant 24h et on observe les résultats : Virage du milieu du rouge au
jaune : mannitol positive. Le milieu ne change pas de coloration : mannitol négative.

Mobilité positive : trouble du milieu, développement et diffusion des bactéries a partir
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de la piqure d’ensemencement. Mobilité négative : croissance des bactéries tout au

long de la piqure d’ensemencement uniquement.

Figure 17: Milieu mannitol de mobilité

11.6. Les galeries Api utilisé :

Le systeme API BioMérieux (Appareillage et Procédé d’Identification) est une
version miniaturisée et standardisée des techniques biochimiques conventionnelles
pour 1’identification des bactéries. Lorsqu’une suspension bactérienne de densité
convenable est répartie dans les différentes alvéoles qui composent la micro -galerie
(contenant de substrats déshydratés), les métabolites produits durant la période
d’incubation se traduisent par des changements de couleur spontanés ou révélés par
addition de réactifs. Elle permet I’identification d’une centaine de bacilles & Gram

négatif dont les Entérobactéries . Elle comprend 20 tests biochimiques.

11.6.1 La Galerie API1 20 E :

La galerie API 20E est un systéme pour I’identification des Entérobactéries et
autre bacilles Gram négatifs, utilisant 20 tests biochimiques standardisés et

miniaturisés, ainsi qu’une base de données (Abessa et Tabet, 2014).
e Principe

La galerie APl 20E comporte 20 micro-tubes contenant des substrats sous forme
déshydratée. Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne. Les réactions
produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés

spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs (Abessa et Tabet, 2014).
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e Mode opératoire

L’opération s’effectue selon les étapes suivantes :

- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau

- distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.

- Remplir les tubes et les cupules des tests : |CIT |, [VP |, |GEL]|, avec la suspension
bactérienne.

- Remplir uniqguement les tubes (et non les cupules) des autres tests.

- Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE,H2S en remplissant
leurs cupules avec 1’huile de paraffine.

- Refermer la boite d’incubation, coder et placer a 37 °C pendant 18-24 heures
(Abessa et Tabet, 2014).

e Lecture:
Noter sur la fiche de résultat toutes réactions spontanees et revéler les tests nécessitants

I’addition de réactifs

» Test VP : ajouter une goutte de réactifs VP1 et VP2, Attendre au minimum 10
minutes. Une couleur rose franche ou rouge indigue une réaction positive.

» Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron foncé indique
une réaction positive.

» Test IND : ajouter une goutte de réactif de Kovacs. Un anneau rouge obtenu

en2minutes indique une réaction positive. (Annexe 6)

Figure 18: API 20 E

11.6.2. La galerie APl 20 NE :
C’est un systéme standardisé pour 1’identification des bacilles a Gram négatif

non Entérobactéries et non fastidieux (exp: Pseudomonas, Acinetobacter,
Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas ..etc) (Abessa et Tabet, 2014)
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e Principe

La galerie APl 20 NE comporte 20 micro-tubes contenant des substrats
déshydratés. Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne

saline qui reconstitue les milieux (Abessa et Tabet, 2014).

e Mode opératoire

L’opération s’effectue selon les étapes suivantes :

- Préparation de la galerie

- Inscrire la référence de la souche sur languette latérale de la boite.

- Reéunir fond et couvercle de la boite d’incubation et répartir environ 5ml d’eau
distillée pour créer une atmosphére humide.

- Sortir la galerie de son emballage individuel et la placer dans la boite d’incubation
(Aouissi, 2010).

e Préparation de I’inoculum
A partir d’une culture jeune (18-24h), on réalise une suspension bactérienne dans I’eau

distillée stérile.

Mettre 0.2 ml de suspension bactérienne a 1’aide d’une pipette dans I’API medium

(Abessa et Tabet, 2014)
e L’inoculation de la galerie

- Remplir les tubes (et non les cupules) des tests NO3 a PNPG.

- Les tests GLU, ADH, URE vont étre complété avec I’huile de vaseline.

- Remplir les tubes et les cupules des tests de IGLU| a IPACI.

- La boite d’incubation est refermée et incuber & 37°C pendant 24h pour une premiére
lecture et 48h pour une deuxieme lecture. (Fartes et al., 2015).
e Lecture et interprétation

- Les résultats doivent étre notés sur la fiche de résultat.

- La lecture se fait a I’aide d’un tableau de lecture et d’un logiciel d’identification

(Abessa et Tabet., 2014). (Annexe 7)

Figure 19: APl 20 NE
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11.6.3. La galerie API Staph
e Principe

La galerie APl Staph comporte 20 micro-tubes contenant des substrats
déshydratés. Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne

saline qui reconstitue les milieux. (Aouissi, 2010)

e Mode opératoire

L’opération s’effectue selon les étapes suivantes :

v' Préparation de la galerie

- Inscrire la référence de la souche sur languette latérale du biote.

- Réunir fond et couvercle du biote d’incubation et répartir environ 5ml d’eau
distillée pour créer une atmosphére humide.

Sortir la galerie de son emballage individuel et la placer dans la boite d’incubation.

(Aouissi,2010)

v’ Préparation de I’inoculum

A l’aide d’une anse de platine on préléve 2 ou 3 colonies et on les ensemence dans

I’ampoule d’Api medium. (Fartes et al., 2015).

v" L’inoculation de la galerie

A l'aide d'une pipette remplir les tubes de la galerie avec APl Staph Medium

ensemencé des tests NO3 a PNPG. Ne remplir que les tubes et non les cupules, sans

dépasser le niveau du tube.

- Les tests ADH, URE vont étre complété avec I’huile de vaseline.

- Renfermer la boite d'incubation puis incubé a 37°C pendant 24 heures. (Fartas et
al., 2015).

e Lecture et interprétation

- Les résultats doivent étre notés sur la fiche de résultat.

- La lecture se fait a I’aide d’un tableau de lecture et d’un logiciel d’identification.

(Aouissi., 2010). (Annexe 8)

's |

Figure 20: API staph
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Organigramme de travail :

' Isolat purs |
de gram
macroscopique microscopique
—
—
identification de
Test genre

-test
oxidase

biochimique
catalase

-nétrate
rudéctase

-test
coagulase

galerie API
-milieu

V.F

identefication -Manitol
d'espéce mobilite

Figure 21 : Schéma montrant les étapes implique dans 1’identification

I11. Recherche des inhibitions (antagonisme)

L’antagonisme a été recherché par deux interactions réalisées par une méthode

directe (confrontation bactérie ou champignon / bactérie)

Evaluation du phénomene d'antagonisme des souches bactérienne vis-a-

vis Fusarium oxysporum par la technique de confrontation directe

On a ensemencé les souches bactériennes sur la moitié d’une boite de pétri
contenant le milieu sabouraud par écouvillonnage. Puis, un disque de gélose contenant
le champignon F. oxysporum a été dépose sur la moitié non ensemence de la boite en
gardant une distance de 2.5 cm entre la bactérie et le champignon. Chaque souche

bactérienne est confrontée au F. oxysporum a raison de 3 répétitions.
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Le témoin consiste en une boite contenant une pastille du champignon de 06
mm de diamétre et ou I'inoculum bactérien est remplacé par de I'eau distillée stérile
(Dennis et Webster, 1971; Wong et Baker, 1984; Weller et Cook, 1986; Inam-ul-
Hag et al, 2003). L'incubation des boites est faite a 28°C pendant 10 jours.

La lecture des résultats consiste @ mesurer la distance parcourue par le
champignon en direction de I'antagoniste bactérien. Ainsi le pourcentage d'inhibition

(%) a été calculé selon la formule suivante :

L’évaluation du pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de V.

dahliae est estimée Selon la formule suivante (Wang et al. 2002) :
(%) inhibition = (R témoin-R test)/ R témoin x100
R témoin: distance radiale maximale de croissance du champignon.

R test: distance radiale sur une ligne en direction de l'antagoniste. Il est a noter qu’a

partir de 20%, on peut parler
Pour les bactéries.
Solen Fleming et al.(1975 ) avec quelque modification

Sur des boites de Pétri contenant le milieu TSA et & I’aide d’un écouvillon stérile,on
ensemence les suspensions bactérienne par des stries serrées sur toute la surface de la

boite, de haut en bas en tournant la boite de 60° pendant trois fois

Puis, a partir des boites contenant les souches a étudier, on découpe des disques de
gélose d’un diameétre de 4 a 6mm contenant les colonies, et on les dépose
aseptiquement sur la gélose déja ensemencée avec les germes test. L’incubation se fait a
30° C pendant 24 a 48 heures.

Un résultat positif se traduit par une zone d’inhibition autour du disque de gélose, ce

qui indique la synthese de molécules antibactériennes.
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Troisieme Chapitre :
Reésultats et discussion
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I. Isolement et purification des isolats

1.1.1solement des isolats

Isolement

Isolement Purification

Figure 22: Aspect macroscopique de colonie isolé (prise personnelle).

Dans ce travail nous avons examiné 2 échantillons de sol. Les échantillons sont
ensemencé sur différents milieux de culture solides et semi solide (Cétrimide,
Héktoéne ,Ss agar, BCP ,YEM ,Sabouraud, binette ,PDA, Chapman), contenir les
sources d’énergie nécessaire a la croissance des bactéries, apres incubation a I’étuve de
30 jusqu’a 37°C pendant 244 48 heure. Nous avons montré une diversité dans les
types de bactérie et en nombre colonies relativement déférent, c’est ce qui nous a

pousses a purifier (Figure 22)

1.2.Densité de la flore bactérienne totale du sol de tomate et d’olivier

Figure 23: Dénombrement sur différent milieu de culture

Le dénombrement de la microflore totale des bactéries cultivables de sol de
tomate et d’olivier a été effectué aprés une incubation de 24a 48h a 30 jusqu’a 37°C

(Figure 23). Sachant que le nombre de colonie doit étre compris entre 30 a 300
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colonies, Selon Dommergues et Mangenot (1970), les densités bactériennes dans les
sols soumis a des conditions écologiques dures (régions arides et régions polaires),
sont faibles mais elles ne tombent rarement en dessous de 104- 105germes /g de sol sec

dans les horizons superficiels.
Les résultats sont présentés dans le tableau suivant (tableau 5) et la (Figure 24)

Tableau 5: Dénombrement des bactéries isolées a partir du sol de tomate et d'olivier

] Charge
Echantill - Nombres des o Nombre
Milieu de culture ) bactérienne
on colonies L .3 d’isolats
UFC.mL™". 10
P ——§—@—n—“§m§y

Héktoéne 116 116 4

= Ss agar 112 112 4
w

2 BCP 169 169 4
S

S Chapman 51 51 2
S

= Binette 156 156 1

YEM 284 284 1

Héktoéne 77 77 4

= BCP 69 69 5
b

£ Chapman 51 51 1
S

= Binette 170 170 1
&

YEM 280 280 1
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la charge bactérienne de différentes bactéries

300
250
200 -
150 B
100
- AN HN I
0 |
Héktoéne BCP Chapman Binette YEM Ss agar

M sol de tomate W sol d'oliver

Figure 24:Histogramme représentant la charge bactérienne de différentes bactéries

dans chaque milieu de culture dilution 10-3 a partir du sol de tomate et d'olivier

Selon les Figures précédentes, nous avons réalisé une comparaison de la charge
bactérienne présente dans déférente milieux de culture. On n’observe une présence des
colonies en milieu Ss agar dans le sol de tomate avec une absence totale dans le sol
d’olivier, YEM a donné meilleure résultat 284 colonies par rapport aux milieux
chapman, BCP, Hektoen et Ss agar, la charge bactérienne du milieu BCP et Hektoen

est trés élevé pour le sol de la tomate.

Donc, nous avons trouvé une charge bactérienne forte au niveau de 1’échantillon
(O) preleveé de la région de Médéa, et tres forte densité au niveau de 1’échantillon (T)

de la région d’Alger.
1.3.Purification

C'est une étape trés importante et tres délicate, qui demande beaucoup de temps.
Apreés le premier ensemencement sur boite de Pétri, différentes colonies sont obtenues.
La sélection a été basée sur les criteres des colonies (couleur, forme, diamétre, taille,
surface, ...) Chaque colonie d’aspect différent est ensemencée sur le méme milieu et
incubé a 30 jusqu’a 37°C pendant 24 a 48 heure. Puis nous avons procédé a la
deuxieéme purification, en effectuant des repiquages successifs dans des milieux sélectif
a I’aide des fiches technique de chaque milieu sélectif, Ces derniers ont été realisés par

la méthode des stries d’€puisement.
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Les résultats obtenus sont représentés dans les (Tableau)

Tableau 6: Résultats de la purification des souches bactériennes du sol de tomate

Premier purification

Deuxiéme purification

Milieu

culture

de

Héktoen

Souche mer

Isolat

pur

Milieu

sélectif

Héktoen

Isolat pure

Possibilité de

nom de genre

Entérocoques
Staphylocoqu

e

Schegella
Pseudomonas
acenetobcter

citremide

Pseudomonas

P.airegenosa

Nmbr
d’isolat

purs

Ss agar

Ss agar

Schegella
Klebsella
Enterobacter

Salmonella
P.merabilus
Enterobacter

Chapman

Chapman

S.aurieus

S.non aurieus
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Sol de tomate (E 1)

o Salmonella
O
0 Schegella
P. vulgarus
[a
@
S.aurieus
s
S S.non aurieus
(o
[+
=
@)
P.aerogenosa
o m Pseudomonas
2 ©
£ <
5 2
O 2
8 I Actinomycet
(3] ()
c =
m 0
P >
~ W Rhizobium
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Sol de tomate (E2)

2
= Streptococus
o
S £ Enterococus
o @)
+—
4
D
I
S
§ Acenetobacter
O
T Pseudomonas
Salmonella
| . —_
S S Schegelle
© [
A 5 Enterococus
S.aurieus
S S
= e S.non aurieus
S S
e
) O
@ 0 Pseudomonas
2 @
E < P.aerogenosa
2 2
O v
< Staphylococus
% Streptococcus
S Enterococcus
o T
O Protieus
0
o volgarus
Q
0 Schegella
Salmonella

49




Troisieme chapitre : Résultats et discussion

A partir de sol de tomate prélevée au niveau de la région d’Algie, nous avons
isolé 18 souches bactériennes, 5 souches pures obtenus a partir de milieu Héktoen, 4
souches en milieu BCP et 3 pour le milieu Ss agar qui rapporté la densité des
Entérobactéries, et les six autres souches entre les restes milieux, Celles-ci ont été

sélectionnées en tenant compte de leurs caractéristiques macroscopiques

microscopiques et biochimiques.

Tableau 7: Résultats de la purification des souches bactériennes du sol d'olivier

Premier purification Deuxieme purification
Milieu de SM Pure Milieu pure Possibilité de Nombr
culture selectif nom d’isolat

pur
P ——§———€—€—€—€———SStimy§

Bacillus
S Klebcilla
— 8
3 E. coli
T
[
[¢B)
S
< Acenetobacter 2
T = ,
= GC’ bomané/Acen
= g 9
5 2 3 etobacter
.; D
2 T
ﬁQ
=
= Salmonella
N
P. volgarus
% 85 E.coli
] m Klebcilla
Enterobacter
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Staphylococus

S Enterococus
e
o
[+
e
O
Acenetobacter
Pseudomonas
[ [
< g Schegella
=) +—
'Y XX
Nt} @
T I )
E. coli
Enterobacter
Salmonella
Schegella
P. vulgaris
o o
@) O
m m ]
— E.coli
o
B2 Enterococus
E
%]
2 Staph
S
=
5
7/
2 i Actenomycete
(D) [¢B)
£ £
m m
z z
> > Rihzobuim
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A partir de sol d’olivier prélevé au niveau de la région de Médéa, nous avons
isolé 11 souches bactériennes a révélé 5 souches en milieu Héktoen et 4 a partir de
milieu BCP, une seule souche pour milieu binette et YEM. Ces résultats conclurent la

diversité bactérienne entre les deux sols.

la biodiversite bacterienne
12

10

ECH1 ECH 2 ECH1 ECH2

o]

S

o]

tomate olivie

Figure 25: Histogramme représentant la biodiversité bactérienne a partir chaque sol
maraicher et arboriculture

Aprées la comparaison entre le nombre d’isolats obtenus dans les défirent type de
sol. Le sol de tomate représente 11 souches dans I’échantillon 1 et 7 dans le deuxiéme
échantillon, au contraire pour le sol d’olivier le nombre des souches ont été trés

proches 5 et 6 respectivement.

Depuis ces résultats le sol maraicher contient le nombre plus élevé que

I’arboriculture (olivier), 18 et 11 isolats respectivement.

I1. Identification
11.1. Résultats des critéres morphologiques

11.1.1. Examen macroscopique

Les critéres macroscopiques des 18 souches bactériennes isolées a partir du sol de la
tomate sont représentés dans le (Tableau 8).

Les criteres macroscopiques des 11 souches bactériennes isolées a partir du sol

d’olivier sont représentés dans le (tableau 9)
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L’observation des colonies cultivées sur plusieurs milieux a révélé différent aspects
morphologiques (forme, taille, couleur, aspect), ces critéres de base décrit par (Botelho et
Leda, 2006).

Tableau 8: Résultats de I’examen macroscopiques des souches bactériennes isolées a
partir du sol de tomate (T) basée sur les critéres morphologiques

Echantillons Taille Forme Aspect Couleur Aspect
macroscopique
- — — ——— — — |
TAl Petite Ronde Lisse Vert
réguliere

TA2 Petite Ronde Bombé Jaune

réguliére orangé

= | TA3 Petite Ronde Lisse Jaune

w irreguliere orangeé
(5]
©
S
8
(3]}
©

3 TA4 Petite Ronde Bombé Jaune

centre noir

TAS Petite Ronde Lisse Jaune

réguliére
TAG Petite Ronde Lisse Incolore
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E—

TA7 Petite Ronde Lisse Incolore
TA8 Petite Ronde Lisse Bleu
réguliére
TA9 Petite | Irréguliere | Bombé Creme
TA10 | Grande Ronde Bombé Blanche

petite
TA1l | Grande | Irréguliére Lisse Jaune
TB1 Petite Ronde Bombé Vert
~
S
2
g TB2 Petite Ronde Bombé | Vert /orange
(@)
©
©
Is)
(9]
TB3 Grande Ronde Lisse Jaune /orang
Irréguliére e
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TB4 Petite Ronde Bombé Orange
TB5 Petite Ronde Lisse Jaune
TB6 Moyenn Ronde Lisse Incolore
e réguliére
TB7 Petite Ronde Bombé Créme
irréguliére

Tableau 9: Résultats de ’examen macroscopiques des souches bactériennes isolées a
partir du sol d’olivier (O) basée sur les critéres morphologiques

Echantillon Taille Forme Aspect Couleur Aspect_
macroscopique
P ——S—$—$§—$—§—S—S—S—@—S—S——_——_
OAl Petite Ronde Bombé Vert
=
&
s Rond
= | OA2 Petite ronde Bombé Saumon
= réguliere
=
=
N
OA3 Petite Ronde Bombé Transparent
e blanche
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——
OA4 Moyenn R on_o!e Bombé Jaune
e réguliere
OA5 | Grande _Flzono_lg Lisse Incolore
irreguliere
OB1 Petite Ronde Bombé Vert
S| OB2 Petite Ronde Lisse Orang/vert
=
)
Z
S
=
& | OB3 Petite Ronde Bombé Transsarent
OoB4 Petite . F,zono_le\a Bombé Jaune
irreguliere

11.1.2. Examen microscopique

Apres avoir effectué la coloration différentielle de Gram, nous avons observe les
frottis colorés au microscope optique au grossissement 1000. Cette technique nous a
révélé des bactéries Gram négatif et des bactéries Gram positif de tailles différentes.

Les souches a etudier présentent des morphologies différentes : en batonnet, en coque.

L’examen microscopique des 18 souches bactériennes isolées a partir du sol de
tomate a révélé 10 souches a Gram négatif et 8 souches a Gram positif. La plupart des

souches a Gram négatif étaient de formes bacilles.
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Par contre les souches bactériennes a Gram positif étaient des coccis et bacilles

de petite taille et parfois moyenne.

L’examen microscopique des 11 souches bactériennes isolées a partir du sol
d’olivier a révélé 6 souches a Gram négatif et 5 souches a Gram positif. La plupart des

souches étaient de formes différentes : bacilles, coccis.

Les souches bactériennes étaient déférentes d’une espece a une autre ; ainsi les
bactéries a Gram négatif était soit : isolées, en diplocoque. Les bactéries a Gram positif

était soit : isolées, en chainettes, en amas ou en diplocoque.

Les résultats sont présentés dans les tableaux suivant (tableaul0) et (tableaull):

Tableau 10: Résultats de I'examen microscopique des souches bactériennes isolées a
partir du sol de tomate

Coloration de Gram
Souches
Gram Forme Agencement Aspect
microscopique

TAl - Bacille Isolés ‘ T
=
L
Py
é TA2 + Cocci Diplocoque, en
S petite chaine
S
3

TA3 + Bacille Isolés, en

chainette
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TA4 - Bacille Isolés, en
chainette
TAS + Cocci Diplocoque, en
amas
> ;ﬂ%‘!‘h
TAG - Bacille Isolés, en amas T
e N
TA7 - Bacille Isolés,en amas i f
o
"._h'-r:.‘;
.I
TAS - Bacille Isolés o
TA9 - Bacille Isolés
41".
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I
TA10 Bacille Isolés, en 3 *sf‘:»g}r
chainette AU i d
N S A
L dend A‘I‘_'l 2 ,"a
P"{{:‘.\*‘ﬁ‘\.‘f}." Lo i
WV 3 v
Wi
TAll Cocci Diplocoque, en . 1
petite chaine nov
& -
>
- Y PN
TB1 Bacille Isolé
TB2 Cocci Grappe de raisin
~
S
& ) .
g TB3 Cocci Grappe de raisin
8
(3]}
©
Fe)
(9]
TB4 Cocci Isolé, en amas
TB5 Bacille Isolé
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Mo,
) B SRgur” . b
TB6 - Bacille Isolé i *1
i-'('-} ol
’” :,: 5 L]

TB7 - bacille Isolé

Tableau 11:Résultat de I'examen microscopique des souches bactériennes isolées a
partir du sol d'olivier

Coloration de Gram
Souche Gram Forme Agencement Aspect
microscopique
P —
OAl - Bacille Isolé
-
= L
N 4 .
é: ;(. i o
= OA2 - Bacille Petite, isolé “u
E s, 2 >
2 o B
N > 2 -
OA3 + Cocci Grappe de raisin
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chaine

I ——
PETT Y ST
AL . ;- -..
: , - AR A
OA4 Bacille Isolés = et -
& 59 B
B <ia . -
OA5 Bacille Isolés, en petite
chaines
OBl Bacille Isolé, petite
0oB2 Bacille | Isolé, en chainette
~
=
S
=
2
S
=
2 OB3 Bacille Isolé
OB4 Bacille Isolé, en langue
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11.2. Résultats des critéres biochimiques

Les résultats de la caractérisation biochimique des souches isolées a partir des

deux sols sont représentés dans les tableaux et les Figures suivants.

11.2.1. Teste catalase, oxydase et nitrate réductase

Figure 26: teste oxydase

4,‘3\>

1

Figure 28: Teste nitrate réductase

Toutes les souches isolées sont oxydase positive a I’exception des souches : TA4,
TA5, TA9, TAll, TB2, TB3, TB4, TB7 (Figure26). Les souches TA3, TA8, TB2,
TB3 et TB5 sont catalase négative tandis que les autres souches sont catalase positive
(Figure 27) et (Tableau 12).
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Le test de catalase permet d’établir un diagnostic différentiel entre les
Streptococcus et les Staphylococcus (Danessa, 2015). Toutes les espéces du genre
Staphylococcus possedent une catalase a 1’exception de S. aureus sous espéce
anaerobius, (Kloos et Bannermant, 1994).

Pour le nitrate réductase, tous les 12 souches analysées sont positives N.R sauf la
souche TB6 est négative N.R (Figure 28) et (Tableau 12).

Tableau 12: Test biochimique oxydase catalase et nitrate réductase des isolats (sol de

tomate)
Echantillon Souche Catalase Oxydase Nitrate
réductase

TAl ++ + /

TA2 ++++ + +

TA3 - + N

@ TA4 ++ _ /

) TAS ++++ - +
(1]

= TA6 ++++++ + +

% TA7 ++ + +

3 TA8 ] N N

TA9 ++++ - /

TA10 +++ + +

TAll + - /

TB1 . . .

N TB2 - - +
=

o TB3 - - +
£

S TB4 + - N
[<B]

2 TB5 - N ;
@

TB6 + + _

TB7 + - /

Toutes les souches isolées sont catalase positives (Figure 27). Les souches OAL,
OA3, OB3, OB4 sont oxydase négative tandis que les autres souches sont oxydase
positive (Figure 26) (Tableau 13).
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Pour le nitrate réductase, toutes les souches ne sont pas analysées sauf OA3,
OB4 positive N.R (Figure 28) et (Tableau 13).

Tableau 13: Test biochimique oxydase catalase et nitrate réductase des isolats (sol

d'olivier)
Echantillon Souche Catalase Oxydase N Itrate
réductase

OA1l + - /
= OA2 + N /
2
= OA3 e+ . +
=)
=
= OA4 + + /
n

OA5 + + /
~ OB1 + + /
(9\}
=
-E OoB2 + + /
=
S
= OB3 + - /
S
7 OB4 + ] N

11.2.2. Teste mobilité, type respiratoire et coagulase

Figure 29: Teste type respiratoire (milieu VF)
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Figure 31: Teste mobilité (milieu mannitol mobilité)

La plupart des souches sont mobile, les souches TAl, TA2, TA5, TB2, TB3,
TB4, TB5, TA10, TA11 sont immobile.

Pour le type respiratoire 8 souches sont aéro-anaérobie facultatif ,8 souches sont
aerobies stricte et 2 souches sont anaérobies.

Cinque souches sont analysées par teste coagulase 3 souches sont négatif et 2
sont positif (Tableau 14).

Tableau 14: Teste mobilité, type respiratoire et teste coagulase des isolats (sol de tomate)

Echantillon Souche Mobilité resr-)l?r/;)foire Colgeiﬁgse
TAL - AS /
TA2 - AAF -
a TA3 + AAF /
o TA4 + AAF /
§ TA5 - AS -
© TAG + AAF /
3 TA7 + AAF /
TAS + AAF /
TA9 + AS /
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TA10 - AS /

TAll - AS /

TB1 + AS /

@ TB2 - A +
£ TB3 - A +
= TB4 - AAF -
é TB5 - AS /
3 TB6 + AAF /
TB7 + AS /

AS : Aérobie stricte AAF : Aéro-anaérobie facultatif A : Anaérobie

La plupart des souches sont mobiles a I’exception OAl, OA3, OA4 sont
immobile. Toutes les souches sont aéro-anaérobie facultatif sauf OA1l, OA3 et OA4

sont aérobies stricte, Pour le teste coagulase une seule souche analysée est négatif.

Les résultats montrent que les isolats présentent une diversité micro-
morphologique. Les bactéries du sol ont une grande variété de formes. Elles peuvent
étre mobiles ou immobiles, et posséder ou non des formes de résistance (spore,
capsule) (Dommergues, 1970).

Tableau 15: Teste mobilité, type respiratoire et teste coagulase des isolats (sol
d’olivier)

Echantillon Souches Mobilité Type . Teste coagulase
respiratoire

OAl - AS /
= OA2 - AAF /
2
= OA3 - AS ]
'\O
=
=S OA4 - AS /
n

OA5 + AAF /
—~ OB1 + AAF /
(o\]
=
> OB2 + AAF /
2
S
= OB3 + AAF /
=
7 OB4 + AAF /
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AS : Aérobie stricte AAF :Aéro-anaérobie facultatif

I11. Identification biochimique des souches par la galerie API 20 E,
APl 20 NE, API STaph :

Les galeries API systeme sont des tests miniaturisés utilisés principalement pour
I’identification rapide des bactéries médicales (Figure 32), néanmoins ces tests ont été
largement utilisés pour la caractérisation biochimique des bactérie de I’environnement
(Logan et Berkeley, 1981 ; Busse et al., 1996) . Les résultats de la caractérisation

biochimique des souches sont representés dans les tableaux suivants.

I11.1. Résultat de galerie API 20E

Figure 32: Galerie API 20E, appliqué sur déférentes souches.

Une galerie biochimique d’identification (API 20E, bio Mérieux) a été réalisée
selon le mode opératoire décrit dans le prospectus. Les galeries ont étés incubés a 37°C

pendant 24h, les résultats obtenues sont les suivants :

Tableau 16: Les résultats des souches par galerie APl 20E

Ol ||| Wi <lalald|2Z2|olx|So|Z|Z|S

sowhes 121219180 |£|5|R|2|>|8|a|3|2 3 |&|5 5|2 %
TAL |+ |+ [+ [+ [+ -1-]-1-1T+]+1+-]-7T-1-1+1+1-7-

oo TA4 [+ |+ -[+[+[-]--|-1+]+[+][+[-]+][+]+]+]+]+
g S TA9 [ - [+ - -+]-1+[-[-1+]-1+1-1-1-1-1-1-1-1-
NDE TBS [+ |+ |- |-+ |-+ |-]-]+[+]|-]-]-1]-1]-1]1-1-1-1-
™7 |- +-1-1+]-1-]-1-1+]-]+ - -1+ -] -
oAl [ - [+ -]
SloAd [+ [+ |-+ +[-|-[-J-[+]-]-]-]-[-]-[-]-[-]+
= | OA5 [+ | -[-[-[+[-[-[-[-[+[+[-]-]-]-]-]-]-]-1[]-
s|oBlL |+ |-+ ]-]+|-1-1-1-1+1+-1-1-1-"1-"1-1-"1+71+
g oB2 | - |+ |-+ |+|+]-1-1-1+-1+1+1-1+1-1-1+1-1+
oB3 |+ |-+ -[+|-]-]-1-1+]+|-1-1]-1-"1]-"1-1+]+]+
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A T’aide des résultats du (tableau 16), on constate que les souches TAl, TA4,
TB5, OA4, OA5, OB1,0B3 possedent une B-galactosidase, toutes les souches
possedent TDA, IND, INO négatives, aux contraire pour CIT et VP positives, 2
souches (OB2, TA4) possedent le H,S et RHA positive respectivement et les restes

sont négatives .Sur I’ensemble des souches, 2 souches sont URE et SAC positives.

Une réaction négative est obtenue avec le teste IND pour les souches (Figure
32), Ces résultats sont confirmés par Alves et al (2006); Nkang et al (2009) pour

quelque bactérie phytopathogéne, Pseudomonas et Erwinia .

Les souches TA9 et TB7 supposée Pseudomonas était ONPG (-). Ce résultat est

veérifié par ceux notés par (Davis et al 2011) qui ont confirmé ce caractere.

111.2. Résultats de galerie APl 20NE

Figure 33: Galerie AP1 20NE, appliqué sur déférentes souches.

Une galerie biochimique d’identification (API 20NE, bio Mérieux) a été
réalisée selon le mode opératoire decrit dans le prospectus. Les galeries ont étés

incubés & 37°C pendant 24h, les résultats obtenues sont les suivants :

Tableau 17: Les résultats des souches par Galerie API 20NE

cla|DdD|IT|lw|lo|2|9ojc|WU|Z|0|d|E|la|l=|F|K]|O
Ol |J|o|x W s Z2|< <|z a|lalE
Souches 1Z1E 12 |R|5|8|6|2|5|%/5/3/2/2|6|5|<|3|0|Z
TA6 |+ |+ |+ |- |- |+ |+ |+ ]|-]|-|+|+]|+|+]|+]|+]|+]|+]|+]|+
TA7 [+ |+ |+ | - |- |+ |+ |+ ]|-|-|-]|-]-|-|+|+|+]|+]|+]-
SUTA8 [+ |- |+ |- |-+ |+ |+ - - - -] -]-]-]-]-"
| TB1L |+ |- | -|-|-|+]|+|+|-]-1+|+|-]-1-|1+|-1]1-1+/1-
20TB6 | - |- |+ - |-+ [+ |+ -1+ -1-[-1-[-1-1-]- -
S OA2 |+ | - | -] -] -]+ -]+ -]-]+|+]|-]+]|-1]-1]-71-=71-1-+
SloBa [+ -] --1-T+[+|+[+]|-T+]-1-T7T-1+-]++]-71-
TA10
TALL ND

68




Troisieme chapitre : Résultats et discussion

ND : Non déterminer

D’apreés les résultats du (Tableau 17), on constate que les tests enzymatiques
PNPG et ESC ont été positive par contre les tests ADH et URE sont négative pour
toutes les souches. Les tests NAG, MAL et PAC sont négatives, seul la souche TA6 est
réagie positivement a ces tests.

On a observé que la souche TA6 dégrade la plupart des sucres, par contre la
souche TB6 dégrade un seul sucre. (Figure 33)

Les deux souches TA10 et TA11 ne sont pas déterminé par la Galerie API.

111.3. Résultats de galerie APl STaph

e v v |
Mf‘&f'ﬁ;vmliiﬁ" ALK EE c!
B e N e e B

Figure 34: Galerie APl STaph, appliqué sur différentes souches

Une galerie biochimique d’identification (API STaph, bio Mérieux) a été réalisée
selon le mode opératoire décrit dans le prospectus. Les galeries ont étés incubés a 37°C

pendant 24h, les résultats obtenues sont les suivants :

Tableau 18: Les résultats des souches par Galerie APl STaph

Souches
:)DLIJ_IQLuZ|—_I|__|D_LL_IQ(D(DIUJ
3 E g3 I ELREZEE XSS 2238
o LTA2 |- [+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |- |- |+ [+ |+ |- |- |+ |- |- |+ |+
Q| TA3 |- [+ |+ [+ |+ |- [+ |+ |- |+ [+ |+ [+ |+ |- [+ |- |+ |+ |-
g TAS |- |+ |+ |+ [+ |- [+ |+ |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |- |+
L TB2 |- |+ |+ |+ |+ [+ [+ |+ |- |- [+ |+ |+ |- |- |+]-]- |+ |+
S| TB3 |- |+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ |- |- |+ |+ |+ |- |- |+ |- |- |+ |+
P UTBA (- [+ [+ [+ [+ |- [+ [+ |- |+ |+ |- [+ -+ - -1+ +]-
OA3 |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |+ |+ |+ /|- |- |+]|-1]-1]-/1-
0oB5 ND
OB6

ND : Non déterminer

69




Troisieme chapitre : Résultats et discussion

D’aprés les résultats du (tableau 18), on constate que toutes les souches
posseédent GLU, URE, MNE, TRE, MAN, NIT et VP positive sauf la souche OAS3.

On a observeé que aucune souche dégrade XLT au contraire pour NIT et VVP.

111.4. Identification des souches :

La lecture des résultats de I’inoculation des galeries APl est procédée en se

référant aux tableaux de lecture de ces galeries. (Annexes 6,7,8)

Les résultats obtenus suite a I'introduction des résultats des tests biochimiques
des galeries APl 20E, APl 20NE, APl STaph dans la grille du programme

& UPBM le Lab x I+

€& > C A Notsecure | lab.upbm.org/identifieur/galerie.php

=M B Activer le mode pédagogique

O

e I u v w w & A 4 5 Z o x € y o4 T « ~ oy 9 u
Z 0 o0 E & g ] < w s g X O g O o

§ 2285 F50z5833z98z2&352%%8% 23388

Calcul direct €9 Calcul avec exclusion(s) @) Légende

Les calculs proposent (cliquez sur @ pour voir les détails du profil) :

1. Enterobacter sakazakii @ avec une probabilité de 99.8 % (excellente identification)
99.8%
Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.

PBM

d'identification online (UPBM le lab) sont présentés dans le tableau suivant :

Figure 35: Capture d’écran de I’affichage du programme d'identification bactérienne
Online -UPBM

L’analyse des critéres biochimiques des 29 souches bactériennes nous a permet
de réveler différents genres bactériens. Les résultats sont résumeés dans le (Tableau

19). La tentative d’identifier les 29 souches bactériennes isolées a été réalisée selon les

clefs d’identification décrite par (MARCHALL et BOURDON,1982).
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18 souches bactériennes isolées a partir du sol de tomate appartiennent a 3 genres

bactériens différents dont : Pseudomonas, Serratia et Bacillus.

Parmi les 4 souches bactériennes isolées a partir du sol de la tomate, on a pu
identifier une souche, celle-ci appartienne au genre Staphylococcus qui est : aéro-
anaérobie facultative, catalase positive, oxydase négative, immobile, métabolisant les

sucres par voie oxydative et fermentative.

Tableau 19: Identification par Galerie API

Souches Nom % Mention
d’identification
TA1, OA4 Aeromonas 99.1 %, 92 % Excellente
hydrophila gr.2
TAG6, TA7 A.hydrophila cavia 100 % Excellente
TA2 S. Capra 98.8 % Excellente
TA3, OB4 Bacillus Spp 90 % Excellente
TA4 Enterobacter 99.8 % Excellente
Sokazaki
TA5, TB4 S. Xylosus 100 % Excellente
TA8 Vibrio Vulnificus 98.4 % Excellente
TA9 P. aerugenosa 99.4 % Excellente
TA10, OB5 Actinomycete 50 % Par purification
TB1, TB7 P. luteola 99.5 %, 94.6 % Excellente
TB2, TB3 S. aurieus 86.3 % Excellente
TB5 Photobacterium 74.9 % Tres bonne
damsela
TB6 Chrysebacterium 99 % Excellente
indolegenes
OA1l P.heryzihabitans 89.6 % Excellente
OA2 Sphingomonas 96 % Excellente
OA3 Micrococccus 70.9% Tres bonne
OA5, OB1 Burkholderia 100 % Excellente
cepacia
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0OB2 Bacillus coagulant 98 % Excellente
OB3 Serratia rubidaea 100 % Excellente
TA1l, OB6 Rhizobium 50 % Par purification

> Discussion générale :

L’identification des isolats par galeriec API 20E a permis d’obtenir les bactéries
suivantes : Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas horyzihabitans, Serratia e et
Bacillus sp. La plupart de ces souches ont été deja identifiées par (Lebonguy 2019) ;
(Benchouk et Chibani 2017) ; (Lebonguy et al 2017) dans les sols pollues par les
hydrocarbures. La présence de ces especes dans les le souligne milieux pollues est due
a leur capacité a tolérer et utiliser les hydrocarbures comme source de carbone et

d’énergie comme le souligne (Liang et al 2014).
Pseudomonas :

Les résultats des souches TA9, OAl, TB1, TB7 sont des bacilles & Gram
négatif, non sporulés, généralement mobiles grace a une ou plusieurs flagelles polaires,
aérobies a Métabolisme strictement respiratoire et chimio-organotrophes. ces résultats

sont conformes avec (Palleroni, 2008) et (Avril et al., 1992).

Ainsi, Lister et al (2009) ont rapporté que ces bactéries ont des exigences
nutritives peu importantes et sont capables de survivre dans 1’environnement (eaux,

surface, air, aliments) et particulierement en milieu humide.

Selon Auvril et al (1992) les P. aerugénosa réduisant les nitrates en nitrites, elles
possedent deux pigments caractéristiques : la Pyoverdine et la Pyocyanine et aussi sont

caractérisées par leur résistance aux antiseptiques et aux antibiotiques.

La souche OAZ2, est une bactérie se présentant sous la forme de bacilles a Gram
négatif d’une large distribution dans 1’environnement notamment dans 1’eau et le sol,
elle est non fermentaire et pourvue d’un seul flagelle polaire lui permettant une faible

mobilité, confirmé par ( Makanéra A et al., 2017) et(Lugito NPH et al., 2016) .

Makanéra A et al (2017) ont montrés que sphingomonas habituellement

pathogénes considérées comme des germes de I’environnement comme, Sphingomonas
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Souvent considérée par le passé comme une bactérie de moindre importance médicale,
Sphingomonas paucimobilis devient de plus en plus frequemment isolée des infections
communautaires et hospitalieres (Lugito NPH et al., 2016) , ( Makanéra A et al.,
2017) .

Entérobacters :

La souche TA4 est une bactérie Gram négatif, aéro-anaérobie facultatif de forme
bacille, immobiles ou mobiles par ciliature péritriche, les principaux caractéres
biochimiques : Lactose (-), ONPG (+), H2S (-) protéolyse intense et rapide (c’est la
seule Entérobactérie hydrolysant facilement la gélatine en 24 heures), lipase (+),
DNase (+). Ces résultats ceux de ressemblent a ceux de Avril et al (2000) et Pilet et
al (1987)

On les trouve dans les eaux, sur le sol, sur la peau et les muqueuses. Cartier et al
(1996) dit que 130 espéces dont les plus fréquemment rencontrés en bactériologie
clinique sont : E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp, Proteus sp, Serratia

sp, Providencia sp.

Les espéces de ce genre présentent les mémes caractéres biochimiques généraux
des entérobactéries, elles fermentent le glucose avec production d'acide et de gaz, elles
sont rouge méthyle négatives, oxydase négatives, catalase positives et Voges-

Proskauer positives (Grimont et Grimont, 2002 ; Lehner, 2011).

Jean et al (2002) ont montré que les Serratia sont des bactéries ubiquitaires qui
se trouvent dans le sol, I’eau, et le tube digestif de ’homme et des animaux. Ce sont

parmi les Entérobactéries les plus résistantes aux agents physiques et chimiques.

La souche OB3 Serratia est confirmé par (Jean et al., 2002) et (Pilet et al.,
1987)

Staphylococcus :

Les souches TB2, TB3 sont des cocci a Gram positif, isolés ou groupés en amas,
immobiles, non sporulés, parfois encapsulés, catalase-positive et oxydase négative, la

production d’une coagulase . ces résultats concordent avec ceux de (El Kouir .,2003).
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Bergdoll (1979) a montré que les staphylocoques ont également été isoles de
I’environnement naturel (sol, eau douce et eau de mer, poussicre, air), de
I’environnement domestique de I’Homme (cuisine, réfrigérateur), de 1’environnement
hospitalier et des ateliers de préparation alimentaires et a partir de denrées

alimentaires.

Les souches TA5, TB4 sont des bactéries a Gram positif, en forme de coque, non
mobiles, sont & catalase positive et aéro-anaérobies facultatives, ces résultats ont
montrés par (Emilie .,2007), Staphylococcus existe dans le sol et peuvent forme un
biofilm (Nail et al., 2007)

Les Bacillus :

Les souches TA3, OB2, OB4 sont des bacilles rectilignes de taille variable. Elles
sont Gram variable, capsules, aérobies, sporules et mobile. ces résultats concordent

avec ceux de Claus et Berkeley (1986)

Euzeby (2007) dit que les especes du genre Bacillus ont été regroupées en 3
groupes selon la morphologie de la spore et du sporange. Les espéces Gram-positifs
avec une spore centrale non-déformante constituent le groupe 1. Les espéces des
groupes 2 et 3 sont Gram variables avec une spore déformante, la spore est centrale
pour les espéces du groupe 2 et terminale ou sub-terminale pour les especes du groupe
3, les bactéries du genre Bacillus sont trés ubiquistes, on peut les isoler du sol, de I'eau
(de mer ou douce) ou des aliments. En raison de la résistance de leurs spores, les

Bacillus constituent un probléme important en médecine et dans le domaine industriel.
Aeromonas :

Les souches TALl, TA6, TA7 et OA4 forme de bacilles, extremités arrondies,
Gram négatif ce sont des aéro-anaérobies facultatifs, positifs au test a 1’oxydase et
mobiles. Ces résultats se ressemblent a ceux trouves par Hochedez et al. (2009) ;
Abbot et al. (2003) et Laganowska et Kaznowski (2004).

Le genre d’Aeromonas comprend 17 especes réparties en 20 groupes
d’hybridations (Casco’n et al. 2000 ; Harf-Monteil et Monteil, 2007 ; Harf-Monteil
et al. 2004 ; Minana-Galbis et al. 2007).Wu et al (2007) a montré que les Aeromonas

proliférent dans les sols.
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Vibrio :

Les souches TA8, TB5 sont des bactéries Gram négatives, mobiles, fermentant
les glucides, forme de batonnets, présentant un diamétre de 0,5 a 1 um et d'une
longueur de 1,2 & 3,5 um, non sporulés, aéro-anaérobies. lls sont positifs pour la
réaction a l'oxydase, pour le test ornithine décarboxylase et pour la réduction des

nitrates. Ces résultats ceux de ressemblent a ceux de (DePaola et al., 2003).

Bergey et al (1984) ont rapportés que le genre "Vibrio" fait partie de la famille
des Vibrionaceae.

Gulig et al (2005) dit que V.vulnificus, pathogéne opportuniste, est le Vibrio le
plus dangereux. Il est la cause principale de déceés suite a la consommation de fruits de

mer aux Etats-Unis.
Chryseobacterium spp :

La souche TB6 est un bacille Gram négatif aérobie, Oxydase positive. Ces

résultats sont conformes avec (Lin JT et al.,2003)

Cette bactérie croit sur milieux usuels en 24 heures et sa presence est le plus

souvent suspectée devant I’apparition de colonies jaunes, oxydase positive (Christakis

GB et al., 2005, Hsueh PR et al., 1997) .
Micrococcus Luteus

La souche OA3 est une bactérie Gram-positive, sphérique, Aérobie
obligatoire.Ces résultats ceux de ressemblent a ceux de (Greenblat, Baum et al
.,2004)

M. Luteus est une bactérie du sol, des poussiéres, de I'eau et de l'air et fait partie
de la flore naturelle de la peau des mammiféres. La bactérie peut aussi coloniser la
bouche et des voies respiratoires supérieures humaine,M. Luteus n'est pas pathogene et
est considéré comme un contaminant naturel, cette bactérie pourrait étre un pathogene
émergeant engendrant des maladies nosocomiales chez des patients immunodéprimés
(Greenblat, Baum et al .,2004) .
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Burkhalderia :

Les souches OB1, OA5 sont des bacille Gram negatif, mobile, catalase et
oxydase positives, aero-anaerobie facultatif. lls sont ceux de ressemblent a ceux de
(Speert David, P. Paediatr. Respiratory Rev., 2002)

Fauri et al (2007) ont rapportés que I'un des problémes majeurs associé a B.
cepacia et la principale cause de mortalité est sa multi résistance aux traitements
antibiotiques ainsi que son haut niveau de transmissibilité. Au regard de la virulence de

B. cepacia, une étude approfondie a été realisée.
Actinomyceéte :

Keizer et al (2000) ont rapportés que les actinomycetes sont des bactéries
filamenteuses a Gram positif qui forment des filaments ramifiés avec des hyphes et des

spores asexuées.

Kitouni (2007) a montré que la morphologie des actinomycétes est trés variable,
de forme simple bacilles a des formes mycéliennes complexes, le développement des
Actinomycetes comprend des cellules filamenteuses appelées : Les hyphes, ainsi ils se
caractérisent par formation des spores.

Barakate et al (2000) dit que les actinomyceétes sont parmi les microorganismes
largement distribués dans la nature et constituent une composante des populations
microbiennes dans la plupart des sols. Les actinomycétes se trouvent dans les sols
cultivés et non cultivés (Goodfellow et Simpson, 1987).

Les résultats des souches OB5, TA10 . ces résultats concordent avec ceux de

(Keizer et al., 2000), (Kitouni, 2007) et (Barakate et al., 2000).
Rhizobium :

Les souches OB6, TA11 le milieu YEM est utilisé pour cultiver les bactéries du

genre Rhizobium a 28°C.ces résultats sont conformes avec (Vincent., 1977).

Riedacker (1993) a rapporté que les rhizobiums sont des bactéries du sol,

aérobies strictes, capables de fixer I'azote atmosphérique. Elles font partie des protéo-
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bactéries aérobies, des gram-négatives non sporulantes, appartenant a la famille des

Rhizobiaceae.
IVV. Antagonisme :

1V.1. Bactérie / Bactérie

Le tableau 20 représente les résultats des interactions sur milieu TSA (Fleming
et al, 1975)

Tableau 20: Résultat d’inhibition de ps.aerogenosa sur quelque souche bactérienne

Souches Diamétre de la Zone d’inhibition en mm
Indicatrice = @
=3 g S =< 3 5 38 w €
o Q c| &g © S & 2 <
st o 2 o o e =
S22 |8 |25 |3 |£8 |53
Inhibitri 2719 12%°2|/X |8 |£8 |88
nhibitrice : c . < S5« m o
< » L D v o [0 O
P. aerugenosa 3.3 - 19.3 16 - 13 -

Figure 36:Photos des résultats d’antagonisme in Vvitro
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ce tableau montre clairement que la souche P. aerugenosa utilisé avait
d’activité inhibitrice contre les bactéries pathogéne (A .hydrophila, Enterobacter

Sakazaki, S. Xylosus, Burkholderia cepacia).

L’inhibition est notée positive lorsqu’elle est supérieur a Imm ( schillinger et
lucke,1989), les résultats de I’interaction reveulent la présence des zones claires
auteurs de la souche inhibitrice. les longueurs des zones d’inhibition varient de 3 a 19
mm, Ps. aeruginosa provoque une zone d’inhibition trés important vis-a-Vis

Enterobacter Sakazaki de diamétre 19.3 mm.

IV.2. Confrontation Bactéries- Champignon :

les Résultats de la confrontation directe ( Taux d’inhibition) Bactéries-

Champignon sont présentés dans le tableau 21

Tableau 21:Résultats de la confrontation directe ( Taux d’inhibition)

Champignon

Taux d’inhibition%

Fusarium oxysporium
Souches bactérienn

P. aerugenosa 32.72%
Burkholderia cepacia 18.18%
Bacillus coagulant 41.81%
Serratia rubidaea 45.45%
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Figure 37 : Photos des résultats d’antagonisme fongique in vitro

La confrontation directe de 04 souches bactériennes avec le F. oxysporum sur le
milieu de culture (Saboroud), nous a permis de mettre en évidence 1’aptitude de ces
isolats a inhiber la croissance mycélienne du pathogéne (Figures37). L’action
antagoniste se traduit par une faible croissance mycélienne de 1’agent pathogéne durant
les 03 premiers jours d’incubation, Le pourcentage d’inhibition de la croissance
mycelienne de le F. oxysporum varie d’une souche bactérienne a une autre, Les
souches (OB3, OB2, TA9, OB1) ont révélées respectivement les pourcentages
suivants (45.45%, 41.81% et 32.72% et18.18 %. les taux d’inhibions de la croissance

fongique les plus élevés ont été marqué par la bactérie Serratia rubidaea OB3.
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Figure 38: Témoin

Avant la mise en ceuvre d’une stratégie de lutte contre les champignons
phytopathogenes a ’aide de produits biologiques, il est nécessaire de connaitre le
comportement des agents antagonistes et leurs interactions avec le pathogéne (larkin
et Fravel, 1999), c’est pourquoi des tests d’activité antagoniste, qui ont pour but de
sélectionner le ou les isolats performants, ont été réalisé. Ces tests représentent un des
criteres de sélection, il a été effectué in vitro, par confrontation directe entre les deux
protagonistes.
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Conclusion

Au niveau environnemental, Le sol sont devenues dernierement un sujet
intéressant qui a pour objectif principal d’étudier les microorganismes tel que les
bactéries.

L’isolement et I’identification des bactéries pathogéne du sol constituent
I’objectif de cette étude. Pour cela, nous avons choisi deux types de sol (Arboriculture
dans la région de Médéa et sol Maraichére dans la région d’Alger).

L'ensemencement des échantillons de sol (TA, TB et OA ,0OB) sur 10 milieux
gélosés spécifiques, nous a permis d’isolés et identifiés 29 souches, 18 souches a
partir du sol de la tomate et 11 souches du sol d’olivier, Ces souches ont fait 1'objet
d'une évaluation des enzymes respiratoires, la majorité des souches étaient des bacilles
a Gram négative, oxydase, catalase et nitrate réductase positive, coagulas négative et la
plupart des souches sont mobiles et aéro-anaérobie facultatif.

Les 25 souches identifiées par les galeries API 20 E, API 20 NE, API Staph qui
correspondent aux genres (Pseudomonas, Bacillus, Entérobactéries, Staphylococcus,
Micrococcus, Burkhaldrie cepacia, vibrio vilinificus) et 4 souches non identifier par les
galeries APl (Rhizobium, Actinomycéte). Mais, elles sont identifiés par des milieux
sélectifs (YEM, Binette).

Afin d’identifier minissusement Les 29 souches, nous avons testé les inhibution
inter bactérienne causé par 1’agent inhibiteur de Ps. aerogunosa sur les six souches
(Bacillus, Staphylococcus capra, Enterobacter sakazakii, photobacterium damsella,
Staphylococcus xylosus et Burkholdria cepacia).

Les deux souches Photobacterium damsella et Staphulococcus capra ne
présentent aucune action inhibitrice vis-a-vis la souche de Ps. aeruginosa et les autres
souches présentent une action inhibitrice, 1’action la plus élevé est sur Staphylococcus
xylosus et aussi mis en évidence 1’étude de I’inhibition de 1’agent phytopathogénes
f .oxporium par les souches (Ps.aerugenosa, Burkholdria cepacia, serratia rubidaea,

Bacillus coagulant), I’action d’inhibition la plus élevé est de Ps.aerugenosa.

Au terme de ce travail, plusieurs perspectives semblent nécessaires a réaliser :
e Contenue I’identification de ces souches jusqu’au niveau de I’espece par les
caractéristique moléculaire plus approfondies.
e Elargie le spectre d’étude, on étudiant I’effet d antagoniste sur d’autre

champignon phytopathogénes.
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e Evaluer I’efficacité de ces agents de lutte biologique potentielle sur une grande

échelle.
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture.

Milieu King A (King et al., 1954)

Peptone dite "A" ... 20,09
Glycérol .....oooiii 10,0ml
Sulfate de potassium.................ceevennne 10,09
Chlorure de magnésium....................... 1,49
L’eau distillé ...............oeinineenee......12000ml
AGAT 1. 12, Og

Ajusté PHa 7,2
Milieu King B (King et al., 1954)

Peptone dite "B"............ooiiiiiii 20,09
Glycerol.....o.oviiiiiiii s 10,0ml
Hydrogénophosphate de potassium........... 1,59

Sulfate de magnésium heptahydraté .........1,50

AGAr o 12,09
Eaudistil.........c.oooooiiiiii 1000ml
pH 7,2

Milieu Cétrimide (Azad et Cooksey, 1995)
Peptone de gélatine ..........................l. 169
Peptone de caséine .................coeeennin 2,09
Bromure de tétradonium....................... 0,29
Acide nalidixique ..............ooeiiiiiinin. 15 mg
Sulfate de potassium...................cceeneee 10g
Chlorure de magnésium....................... 1,49
AQar.. .o 109
Eau distillée ............c.oooeviiiiiiiin 1000ml
pH 7,1

Milieu de la gélose nutritive (GN) (Lapage et Mitchell, 1970)
Extrait de viande.......................oo 1,09
Extraitde levure........ooooiin v, 3,09

Peptone...............ooeiiiiiiiiiieien.. 5,09
Chlorure de sodium.................oooiiiii, 5,09
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AGAr.. i 15,09
Eau distillée...............c.oon 1000ml
PH74

Milieu BCP (Pourpre de Bromocrésol) (Nickerson, 1953)
Peptone........ccoovviiiiiiiiiiiii, 5,09
Extrait de viande de beeuf................. 3,09
LactoSe ..oovveeeee e, 10,09
Pourpre de bromocrésol.................... 25 mg
AT . 159
Eaudistillée .................cooi 1000ml
PH®6,8

Milieu de la gélose Héktoéne (King et al., 1954)
Protéase peptone ..............oevevnnnnn. 129
Extraitde levure..........oovvvevvineeii.... 3,09
Chlorure de sodium........................ 5,09
Thiosulfate de sodium ..................... 5,09

Sels biliaires ......ooveeeeeveeiei . 9,09
Citrate de fer III et d'ammonium......... 1,5¢
Salicine.......cooveiiii L 2,09
Lactose....c.vvveiiiiiiii i 129
Saccharose...........ccooviiiiiiiiiiii 129
Fuschineacide....................oooei... 0,19
Bleu de bromothymol ....................... 0,065¢
Al .o 14g

Eau distillée...........cocooven o, 1000ml
PH 6,8

Milieu YEM (Yeast Extract Mannitol) (Vincent, 1977)
Extraitde levure.................ccoeeennennin. 1g
Solution minérale de Bergense............... 100ml
Mannitol.............oooiiii 10g
Eau distillée ..........cocovviiiiiin. 1000ml
AGar .o 159
Ph7.,0
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X/
L X4

»  Solution minérale de Bergensen (Bergensen, 1961)

Elle se compose de :
KCI: 1g, Fe CI 3:0,02g, CaCl 2, 2H 20: 0,539, Na2 HPO4, 12H 20 : 45 g ;
MgSO4, 7 H20: 1g et I’eau distillée: 1000ml

Milieu de la gélose Sabouraud (Sabouraud, 1910)
e Peptone pepsique de viande............... 10g.
® GIUCOSE.....vvviiiiiiiiiiiiie e, 359
® AQAT it 159
e Eaudistillée.........oovviviiiiiiiin, 1000ml
e PH5,7
SS agar
® AQAl 159
e Sodium citrate...........oeeveirenenannnn.. 10g
® LactosSe.....cevviiiiiiiii e 10g.
e BileSalt............ooiiiii 8,50.
e Sodium thiosulfate...............cooennn... 8,59.
e Biefextrait..........ooovvuiii 5,0g.
e Peptique digest animal tissue............. 5,00.
o FerriCitrate. ....oooveeeeeeeeee e 1,09
e Neuralerade..........ooveiiiiiiiiiinii, 0,025g.
e Brillant green.................oooiiiinL . 0,0003.9.
Milieu Chapman
o Peptone.......ooiiiiiii 10 g.
e Extraitdebeeuf................... 1g.
e Chlorure de sodium............ ............. 7549.
e D-mannitol ..., 10g.
e Rougedephénol...................oiiil. 25 mg
O AQAr. ... 15¢
Viande foie (VF)
e Base viande foie....................oeelnl 30g.
® GIUCOSE.. ..o 29.

o Amidon..........oceiiiiiiiiiiiiiiiiiienn. 20,
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e Faudistillée......coovvnneeiiiiiiii . 1000 ml.

Milieu manitol — mobilité :

Peptone pancréactique de vainde......... 209/ 1.
Mannitol...........cooveiiiiiiiii 29/l
Nitrate de potassium........................ 19/l
Rouge de phénol en solution al%.......... 4ml.
Eau distillée stérile......................o.. 1L.

Annexe 02 : Apparillages

Micropipette

Agitateur
Balance
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Bec bunsen Microscpe Optique

PH métre Distillateur
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Autoclave (stérilisateur) Incubateur

Etuve Bain mari
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Réfrigérateur Congélateur

Annexe 3 : coloration de Gram
< Réactifs

» Violet de gentiane

e Violetde gentiane..................cooeeiennt. lg.

e Alcool éthylique a95% .........ceovevnnnn. .10ml.

o Phénol............coooiiiiii .24.

e Eaudistillée.........cocoveviiiii 100ml.

» Lugol de Gram

e Jodure de potassium...................c.eunens 1g.
o Jode ..ooiiiii Ag.
e Faudistillée ............coeviiiiiiiii, 300ml.

¢+ Préparation du Frottis
e Sur une lame de microscope, déposer une goutte d’H,0.
e A l'aide d'une anse stérilise (passant sous le bec benzéne), toucher une colonie
pour prélever des bactéries.
e Déposer ce prélevement au milieu de lame, puis passer la lame dans la petite
flamme du bec bunsen pour fixer a la chaleur.
e Déposer quelques gouttes de solution de violer de gentiane (cristal violer) sur le

frottis fixé.
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e Laisser agir 1 min, puis rincer a I'eau.

Déposer quelques gouttes de lugol (un mordant qui permet de fixer le violet dans
les bactéries) sur le frottis, Laisser agir 1 min et rincer brievement a I'H,0.

Verser goutte a goutte l'alcool sur la lame inclinée obliquement. Surveiller la
décoloration (5 a 10 s). Rincer avec l'eau. L'alcool pénétre dans la bactérie. La
coloration au violet de Gentiane disparait. Les bactéries décolorées sont des
bactéries Gram-. Si I'alcool ne traverse pas la paroi, on est en présence de bactéries
Gram+.

Contre-colorer en déposant la solution de safranine (rose) pendant 1 min.

Ce colorant permet de visualiser les bactéries Gram- décolorées a I'étape
précédente. Cette coloration moins forte que le violet n'affecte pas la couleur des
Gram+.

Laisser sécher a l'air.

Observer au microscope (grossissement 40x puis grossissement 100x avec une

goutte d'huile a immersion).

Annexe 4 : Test de Catalase

*
L X4

Technique
Déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée (peroxyde d’hydrogene) a 1’aide
d’une pipette Pasteur.
Prélever une colonie a 1’aide de I’anse.
Dissocier la colonie dans la goultte.
Observer immédiatement.

Lecture

Catalase positive : degagement immediat de bulles de gaz.

Catalase négative : absence de dégagement de bulles de gaz.

Annexe 5 : Test d'oxydase

®,

o
[ ]
[ ]

Technique
Placer un disque non imprégné sur une lame a 1’aide d’une pince flambée.
Déposer une goutte de réactif sur le disque non imprégné.
Avec une pipette Pasteur prélever une colonie et la déposer doucement sur le

disque.
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Tests

ONPG

ADH

LDC

OoDC

CIT

H,S

URE

TDA

IND

VP

o Lecture

e Oxydase positive : virage de couleur rose-rouge.

e Oxydase négative : absence de couleur.

Annexe 6 : Tableau de Lecture de PAPI 20 E

Composants

2-nitrophényl-
RDgalactopyra
noside

L-arginine

L-lysine

L-ornithine

trisodium

citrate

sodium

thiosulfate

urée

L-tryptophane

L-tryptophane

sodium

pyruvate

QTE

(mg/cup.)

0,223

1,9

1,9

1,9

0,756

0,075

0,76

0,38

0,19

1,9

Réactifs / Enzymes

R-galactosidase

(Ortho

NitroPhényl-
RDGalactopyranosidas

€)

Arginine DiHydrolase

Lysine DéCarboxylase

Ornithine

DéCarboxylase

utilisation du ClTrate

production d'H,S

UREase

Tryptophane

DésAminase

production d’INDole

production
d'acétoine(\VVoges

Proskauer)

93

Annexes

Résultats
Négatif Positif
Incolore Jaune
Rouge/o
Jaune ]
rangé
rouge /
Jaune ;
orangé
rouge /
Jaune
orangeé
vert pale / bleu-vert/
jaune bleu
incolore / dépot noir /
grisatre fin liseré
rouge /
Jaune
orangeé

TDA/ immédiat

marron-
Jaune
rougeatre

JAMES / immédiat
incolore
Vert péle / Rose
jaune
VP1+VP2/10min
incolore / rose

. rose / rouge
pale



GEL

GLU

MAN

INO

SOR

RHA

SAC

MEL

AMY

ARA

OoX

gélatine
(origine

bovine)

D-glucose

D-mannitol

inositol

D-sorbitol

L-rhamnose

D-saccharose

D-melibiose

amygdaline

L-arabinose

0,6

1,9

1,9

1,9

1,9

1,9

1,9

1,9

0,57

1,9

(Voir notice du test oxydase)

Gélatinase (GELatine

Fermentation

oxidation

(GLUcoe)
fermentation /

oxydation

(MANNitol)
Fermentation/
oxydation
(INGsitol)
fermentation /
oxydation
(SORDitol)
fermentation /
oxydation
(RHAmMnose)
fermentation /
oxydation
(SACcharose)
fermentation /
oxydation
(MEL.ibiose)
fermentation /
oxydation
(AMYgdaline)
fermentation /
oxydation
(ARADbinose)

cytochrome-Oxydase
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non diffusion

Bleu /

Bleu-vert

Bleu / bleu-

Vert

Bleu/

Bleu-vert

Bleu/

bleu-vert

Bleu /
bleu-
vert

Bleu/

Bleu-vert

Bleu/

Bleu-vert

Bleu/

Bleu-vert

Bleu/

Bleu-vert

Annexes

diffusion du

pigment noir

Jaune/jaune

gris

Jaune

Jaune

Jaune

Jaune

Jaune

Jaune

Jaune

Jaune

(Voir notice du test oxydase)
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Annexe 7 : Tableau de Lecture de ’API 20 NE

Substrat Enzymes/Réactions Résultats
Négatif Positif
NO, Nitrate de potassium Réduction des nitrates en NIT1+NIT2/5mn
nitrites
Incolore Rose-rouge
Réduction des nitrates en ZN/5mn
azote Rose Incolore
TRP Tryptophane Formation d’indole TRP/3-5mn
Incolore Goutte rouge
GLU Glucose Fermentation ~ Fermentation Bleu a vert Jaune
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange/rose/ Rouge
URE Urée Uréase Jaune Orange/rose/ Rouge
ESC Esculine Hydrolyse Jaune Gris/marron/ Noir
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GEL Gélatine Hydrolyse Pas de Diffusion du
diffusion du pigment noir
pigment

PNPG p-nitro-phényl- B-galactosidase Incolore Jaune

Dgalactopyranoside

GLU Glucose Assimilation Transparence Trouble

ARA Arabinose

MNE Mannose

MAN Mannitol

NAG N-acétylglucosamine

MAL Maltose

GNT Gluconate

CAP Caprate

ADI Adipate

MLT Malate

CIT Citrate

PAC Phényl-acétate

OX Tetraméthyl- Cytochrome oxydase Incolore Violet

pphenyléne diamine
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TESTS

GLU

FRU

MNE

MAL
LAC

TRE

MAN

XLT
MEL

NIT

PAL

VP

Annexe 8 : Tableau de Lecture de I’API Staph

COMPOSANTS
ACTIFS

Aucun

D-glucose

D-fructose

D-mannose

D-maltose
D-lactose
(origine bovine)

D-tréhalose

D-mannitol

Xylitol

D-mélibiose

nitrate  de

potassium

R-naphtyl
phosphate

sodium pyruvate

QTE

(mg/cup.)

1,56

1,4

1,4

1,4
1,4

1,32

1,36

1,4
1,32

0,08

0,0244

1,904

REACTIONS
ENZYMES

Témoin negative

(Témoin  positif) (D-
GLUcose)
acidification (D-
FRUctose)
acidification (D-
ManNosE)

acidification (MALtose)

acidification (LACtose)

acidification (D-
TREhalose)

acidification (D-
MANitol)

acidification (XyLiTol)

acidification (D-
MEL.ibiose

nitrites

Phosphatase ALcaline

production  d'acétyl

méthyl- carbinol
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/

Réduction des NITrates en

Jaune

RESULTAT
Négatif Positif
rouge —
rouge jaune

NIT1+NIT2/10
min
incolore rouge
-rose
pale
ZYMA+ZYMB
/10 min

violet

VP1+VP2/10

min



RAF
XYL
SAC

MDG

NAG

ADH

URE

D-raffinose
D-xylose

D-saccharose

méthyl-a
Dglucopyranosi
De N-acétyl-

glucosamine

L-arginine

urée

1,56
1,4
1,32

1,28

1,28

1,904

0,76

Annexes

(Voges Proskauer) incolore
-rose
pale

acidification (RAFfinose)
acidification (XY Lose)

acidification

(SACcharose)

acidification (Méthyl- o Rouge
DGlucopyranoside

acidification (N-Acétyl-

Glucosamine)

Arginine DiHydrolase Jaune

UREase Jaune
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