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Résumeé
Depuis bien longtemps la découverte des grottes était une source sur laquelle
s’appuient les microbiologistes pour développer plusieurs faits parmi eux la capacité de
trouver des étres vivants de petite taille (microscopique) a des effets bénéfiques. Les

champignons et les actinomycetes sont les majeurs microorganismes producteurs de

substances a activités biologiques.

Les prélevements ont été réalisé a partir de la grotte Gorf EI Mit pour des analyses
microbiologiques basés sur la détection des especes fongiques et leur identification ainsi que
I’évaluation de leur production des nouvelles substances antimicrobiennes et des métabolites
secondaires intéressants tel que les antibiotiques et les antifongiques, pour lutter contre des

germes pathogénes multi résistants causant les différents maladies.

Les isolats des moisissures appartenant au genre de : Penicillium (5 /10) Cladosporium
(3/10) Ulocladium,(1/10) et Alternaria(1/10) .

Les résultats de [Dactivité antimicrobienne tester sur les  bactéries
pathogenes (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia — coli, Enterococcus Faecalis , Bacillus
subtilis , Staphylococcus aureus , Klebsiella pneumoniae ) et une levure ( Candida albicans )
par les techniques de diffusion sur gélose ( méthode de cylindre d’agar et méthode des puits )
nous permettre de montrer un fort effet inhibiteur vis-a-vis des germes avec des zones

d’inhibition varient entre 6 et 22 mm .

L’Algérie est un pays plein des milieux extrémes considérer comme une source

extraordinaire des microorganismes producteurs des molécules a activité antimicrobiennes.

Mots-clés :

Grotte Gorf El Mit , Sédiments, Mdrs, Moisissures, Activité antimicrobienne.



Abstract

The discovery of caves for a long time was a principle on which microbiologists rely
to develop several facts among them the ability to find living beings of small size
(microscopic) with beneficial effects. Fungi and actinomycetes are the major microorganisms

producing substances with biological activities.

The samples were taken from the Gorf EI Mit cave for microbiological analyzes based
on the detection of fungal species and their identification as well as the evaluation of their
production of new antimicrobial substances and interesting secondary metabolites such as
antibiotics and antifungals, to fight against multi-resistant pathogenic germs causing various
diseases.

Isolates of molds belonging to the genus: Penicilium (5/10), Cladosporium , (3/10)
Ulocladium (1/10) and Alternaria(1/10)

The results of the antimicrobial activity tested by pathogenic bacteria (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia — coli, Enterococcus Faecalis, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae) and a yeast (Candida albicans) by diffusion techniques on
agar (cylinder method agar and well method) allow us to show a strong inhibitory effect

against germs with inhibition zones varying between 6 and 22 mm.

Algeria is a country full of extreme environments considered as an extraordinary

source of microorganisms producing molecules with antimicrobial activity.
Keywords:

Cave Gorf El Mit, Sediments, Ripe, Mold, Antifungal activity.
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Introduction

L'Algérie se caractérise par une grande diversité topographique, comprenant des
régions montagneuses, désertiques et des plaines cotieres. Cette diversité a conduit a une
diversité des ressources naturelles et animales dans le pays. Elle dispose également de
ressources en eau de surface et souterraines, estimées a environ 19,3 milliards de metres
cubes.

Depuis longtemps I'homme a utilisé les microorganismes en agriculture, dans
I'environnement, dans les industries pour préparer des boissons, des aliments, des
médicaments puisque sont omniprésents dans notre environnement (le sol, I’air et les eaux)
et ne cessent d’occuper une place plus importante dans notre vie et sont actuellement a

I’origine de I’essor du domaine de la biotechnologie (Smaoui, 2010).

La premiere utilité des grottes était par I'homme a travers I'évolution biologique et
culturelle technologique en tant que des territoires de découverte, mais aussi sur la
microscopie offrant un laboratoire de 1’évolution des espéces et des facteurs d’adaptation dans
le domaine microbiologique ,cibler des nouvelles techniques génétiques et moléculaires
(Erikstad, 2008). Actuellement sont des destinations touristiques par excellent dans le
monde. (Newsome and Dowling, 2010) , ils sont considérés comme des exemples importants
de géodiversité d’une maniére générale et la principale source des germes et plus précisément
les champignons microscopiques en raison de leur favorisation des conditions précises comme
tous les milieux extrémes , et beaucoup d'informations paléontologiques et archéologiques
pour la compréhension de I'histoire de la terre (Neto et al., 2009; Farsani et al., 2011).

Notre étude est basée sur I’isolement des champignons productrices des métabolites

secondaires a partir de la grotte de la région de Tagma a Tlemcen.

Dans ce cadre on parle de la mycologie qui est la science de 1’étude des champignons
et qui sont des organismes eucaryotes unicellulaires ou pluricellulaires, constituant une regne
spécifique qui peuvent vivre en symbiose avec d'autres organismes. lls se distinguent des
plantes et des animaux, et sont caractérises par un mode de vie filamenteux.

Les métabolites secondaires sont des composés chimiques produits par les organismes,
tels que les plantes, les champignons et les bactéries, se classent en différentes catégories,
dérivant de voies de biosynthéses spécifiques. Ces composés jouent un réle crucial dans la vie
des plantes et d'autres organismes, contribuant a leur adaptation a I'environnement et a leur

survie.



Introduction

Les antibiotiques sont des molécules antimicrobiennes par excellent, parmi les
médicaments les plus prescrits dans le monde, mais leur efficacité est confrontée a des
préoccupations cliniques graves, surtout en raison de 1’émergence des bactéries résistantes
(Maestro et Sanz, 2007), ils sont impliqués dans une multitude de processus biologiques de

I’environnement. (Fleming, 1929).

Dans cette perspective, notre intérét se porte sur la decouverte des nouvelles
substances bioactives a propriétés antimicrobiennes produites par des moisissures isolées de la
grotte de Gorf EI Mit dans la wilaya de Tlemcen dans le but de contribuer au développement

des nouvelles thérapies antimicrobiennes.
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Chapitre I : Les Grottes

1. Définition des grottes

Les grottes sont des environnements oligotrophes présentant des conditions
physicochimiques différentes et comparables a celui des milieux extrémes par leurs rapport
de stabilité ,de température variable , d’humidité relative élevée et d’absence de lumiere, avec
des substrats minéraux issus de dégradation de la matieére organique ,et d’écoulement de
I’eau, en manque de carbone organique issus de la photosynthése et d’autres micro gradients
environnementales , (amenagements, visites touristiques, traitements chimiques). (Northup et
al, 2001). La grotte est une habitation des étres vivants a 1’age de pierre, contient des bactéries
et des champignons qui offrent une alternative unique a ces activités, leur formation peut
résulte principalement par des interactions entre les minéraux et les différents micro-
organismes qui vont développer des surfaces rocheuses fragiles s’agrandie progressivement.
(Raji et el, 2019).

En fonction de I’impact direct de ces conditions environnementales extérieurs, les grottes
sont divisées par des zones en endroits différents : «la zone crépusculaire » ou bien la zone
semi- obscure qui se trouve au début de la grotte ,elle est humide et adjacente a 1’entrée ,
puis « la zone de transition » cependant «la zone profonde » qui est presque sombre
présente une instabilité de température et d’humidité .Un dernier niveau s’appelle « la zone
stagnante » qui est complétement sombre ou il y a peu de mouvements de I’air mais une

augmentation remarquable de concentration de CO> (Biswas, 2010).

Les microbes jouent un role intéressant dans les cycles biogéochimiques puisqu’ils
peuvent survivre et croitre grace a leur destruction de toutes les barriéres formatrices des
réseaux complexes contre la croissance et sont isolées des différentes zones de la grotte en
particulier dans les milieux sédimentaires et aquatiques par rapport au milieu extérieur. Dans

ces milieux il y a peu de nutriments disponibles (Jimenez, 2023).

Une grotte c’est un espace naturel situé¢ dans la cavité souterrain de la terre formé par
I’érosion des roches comme le calcaire ou les couches de grés de sel, qui est accessible a

I’homme et aux espéces microbiennes bien adaptées (Lee et al, 2012).

Les visiteurs ont la chance de découvrir des nouveaux endroits et des mouvements
naturels dans les profondeurs des grottes qui peuvent étre la source des microbes offrent des
activités biologiques intéressantes ( cycle de carbone et d’azote , la biodégradation et le

recyclage d'autres organismes , des interactions microbiennes...) (Schabereiter_Gurtner et



Chapitre I : Les Grottes

al, 2003). Au cours de dernieres années, les grottes ont attiré 1’attention des microbiologistes
grace a leur diversité microbienne et surtout leurs compositions de la matiére organique d’une
part et des germes qui sont les fonctions clés du sol d’autre part . Comme elles jouent un réle
important pour la compréhension de I'histoire de la terre. (Rangseekaew et pathom-aree,
2019).

La cacophonie c’est quand la grotte remplie de chauves-souris vivantes en colonies
tres grandes dont I’effectif est trés variable puisqu’elles sont colonisés 1’ensemble des
surfaces terrestres. Elles dorment pendant le jour, suspendues dans le plafond de la vo(te,
puis elles sortent au crépuscule et sont administrer vers leurs terrains de chasse (Lauren A et
al, 2015), elles peuvent voler en toute sécurité sans vision dans la nuit grace a leur sensation
tres développé. Elles sont considérées comme les mammiferes les plus anciennes depuis

longtemps (Pelissié, 1999).

Selon Bontemps (2023), elles sont trouvé proches ou sur les montais qui sont des
roches homogeénes au relief plus ou moins élevé, d’une part sont dispersée par un espace
d'autres part sont considérés comme des sites touristiques. Ces massifs vont former des

montagnes, des collines et des domes.

2. Historique des grottes

Historiquement, I'étude des sites préhistoriques et paléontologiques des grottes a un
intérét crucial chez I'homme préhistorien surtout aprés la découverte des spécimens d'Ursus
speleus (DUBOIS et GRELLET, 1997). Dans les dépbts des grottes qui sont établis par
Edouard Lartet, la simultanéité de I'nomme et d'espéces sont disparues, au 19°siécle, et
qu'ont été instaurées la chronologie et la classification des industries du paléolithique (Rivera,
2004).

Au tournant du 15e siecle, I'exploration pratique des grottes connait un changement
radical puisque les organisations gouvernementales ont été basées sur le principe d’une
discipline académique indépendante. Contrairement au ces derniers années, des autres
voyageurs ont commencé d’entré dans les profondeurs des zones souterraines et a s'attribuer
les noms « d'explorateurs ». ou des « chercheurs ». Les travaux de terrain, principalement
devenus une pratique courante en spéléologie et de tels travaux ont fournir des indices

importants sur la spéléogenese (Mattes, 2015).
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Figure 01 : la forme d’une grotte (Lorraine, 2022).

Dans [I'histoire de I'numanité les grottes , qui jouent un réle significatif, par ces
capacités d’attiré 1’attention de I’homme et les animaux a travers les ages en raison de leur
développement lente et de la stabilité de leur conditions extrémes du climat. C’est pour cette
raison les études géologiques et archéologiques réalisées des cavernes ont donné la priorité
sur des sites remarquables et des nouvelles découvertes concernant la littérature scientifique
(Betrouni, 2021).

Aujourd’hui, les grottes sont les premieres attractions touristiques et les territoires de
découverte qui représentant I'une des destinations géo-touristiques intéressantes dans le
monde (Newsome et Dowling, 2010). Par leurs possibilités d’acquérir les connaissances des
touristes et une compréhension de la géologie et de la géomorphologie d’un lieu ou d’un
endroit précis y compris les contributions au développement des sciences de la terre (Santos ,
et Heros, 2013).


https://frenchmorning.com/author/ltalbot/
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3. Ecologie des grottes

L’étude des grottes, des aspects environnementales illustre la détection des créatures
vivantes, des microbes qui sont basés sur 1’utilisation des minéraux et peut étre influencée par
certains facteurs comme 1’origine des micro-organismes qui s'adapte a leur environnement
specifique, permet de donner une excellente compréhension de plusieurs mécanismes
chimiques et microbiologiques, dont les profondeurs contient une zone que I'on appelle la

nappe d'eau souterraine (Baskar et al ,2011).

Au point écologique les grottes sont des phénoménes ou également distinctes des
(méso cavernes) qui difféerent totalement aux critéres traditionnels tel que l'obscurité
perpétuelle, la stabilité de I'environnement et I'oligotrophie, permet de classer les animaux
d’une maniéré breve (MOSELEY, 2009). Avec des diverses compositions géologiques des
parois des grottes, influencer son équilibre écologique (Claude et al, 2008).

L'écologie des grottes est un domaine fascinant qui englobe une diversité d'aspects
biologiques, géologiques et historiques. Ces cavernes et autres systémes souterrains peuvent
étre pris comme des exemples typiques d'habitats de filtres puissants, qui sont possibles de
détecter la présence des caractéres analogues entre deux especes d'une méme adaptation, et
méme avec succes a la vie dans I'obscurité (Pipan et Culver, 2017).

L’administration des grottes touristiques dépend de leurs types par exemple quand la
grotte ou la partie visitable offre un environnement stable avec peu de consommation
d'énergie. La présence des personnes ou l'ajout d’un abord élargi, va changer son systéeme
d'’humidité (Graziella et Donatella , 2017). Ces ouvertures de la terre sont suffisamment
grandes pour 'exploration humaine et I’entrée d’autres étres vivants et sont des fragments qui

transportent I'eau a travers les aquiferes karstiques (William et, David, 2019).

Les gens dirigés vers les grottes depuis des milliers d’années a cause de leur valeur
récréative, esthétique et scientifique. Cependant, la capacité de charge dans la caverne est
effectivement nulle. La spéléologie entraine un impact sur I'environnement physique pour
visiter ou explorer profondément la grotte, ce qui consiste a évaluer correctement la

vulnérabilite relative des passages de la grotte (David, 2011).

Les grottes du Sahara ont connu un grand changement apres la visite des gens qui ont
apporté de la matiére organique, telle que des cellules de peau, des cheveux et de la saleté,
modifiant I'écosysteme de la grotte et favorisant leur croissance .( Cianflone , 1996), et vu

que la majorité de ces microorganismes offrent des composeés inorganiques tels que le sulfure

9


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/karst-aquifer
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d'’hydrogéne, I'ammoniaque ou I'hydrogene gazeux en tant que source d'énergie pour produire

des glucides a partir de CO2 . lIs peuvent étre transportés aussi par les insectes, (Micheline et
Francis ,2002).

Les majeurs sources d'énergie des ecosystemes des grottes sont principalement la
matiére organique présente sous les profondeurs de la terre, les excréments, les ceufs et les
cadavres d'animaux qui se nourrissent a I'extérieur (trogloxénes) et peuvent rester dans la
grotte pour s'abriter. (Thomas et Barr ,2024).

10
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Chapitre II : Les champignons

1. Généralités sur les champignons

Le terme «champignon» désigne les organismes non photosynthétiques,
hétérotrophes au carbone, qu’on peut les observés selon leur origine (Carlile et Watkinson,
1994). Historiquement, chez les mycologues les champignons sont les objets d’étude , et sont
également considérer comme des produits forestiers pour les promeneurs. De point de vue
scientifique, des étres vivants eucaryotes qui ont un mode de vie filamenteux, leur appareil
végétatif est composé de filaments microscopiques trés minces et souvent cachés appelés
des hyphes formant un mycélium et qui ont la capacité de dégrader la matiere organique par

leurs enzymes digestives en nutriments (Schneider-Maunoury, 2023).

Les champignons fournissent une riche source de bioactifs secondaires des métabolites
puisqu’ils ont la mission des produits agrochimiques, antimicrobiens, immunosuppresseurs,
antiparasitaires et agents anti-tumoraux (Wasser et Weis, 1999 ; Zjawiony, 2004), ils
dépendent d'une association symbiotique ou parasitaire avec un hote soit de 1’origine de la

matiére organique (Gianluca ,2006)

Ils comprennent I'ensemble des thallophytes qui ont besoin des noyaux du méme type
que les végétaux supérieurs et les animaux. lls peuvent collaborer et méme distinguer des
bactéries et des actinomyceétes, procaryotes, dont la chromatine filamenteuse et disposer dans
le cytoplasme (Dommerges et Manguenote , 1970)

Les myceétes peuvent étre unicellulaire ou pluricellulaire produisent des spores qui font
partie de leurs dispersion, mais peuvent également jouer un role dans la survie de I’organisme
(Madelin, 1994). La plupart des champignons ont une structure tubulaire, ramifiée, et
plurinucléé. (GHORRI, 2020) .La regne fongique regroupe entre 3,5 et 5,1 millions
d’espéces. Presque méme que les animaux, les plantes, les protistes, les archéobactéries et les

eubactéries, ils forment donc un régne a part (Bouchet et al., 1999),

Les moisissures sont des champignons filamenteux microscopiques, susceptibles de
coloniser des substrats tres différents tels que les produits alimentaires, les textiles, les
papiers, le bois (Boudih, 2011). Elles ont une certaine utilité dans le domaine des industries
telles que I’industrie fromagére ou pharmaceutique, mais elles peuvent altérant les propriétés
physiques et chimiques du substrat lorsque les conditions d’humidité et de température
deviennent favorables, ils peuvent produire des métabolites secondaires toxiques (Whitlow,
2001).
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Une levure est un champignon microscopique unicellulaire non filamenteux. D'une
majorité d'espéces non uropathogenes pour I'nomme, comme ils peuvent étre causé des
infections fongiques a grand échelle (Etienne, 2007). Il existe plus de 5000 espéces de
champignons supérieurs, dont 200 a 300 sont comestibles et 50-100 toxiques pour I’étre
humain (Suisse, 2013).

La paroi cellulaire des champignons contient principalement de la chitine et de glucane,
présentant certain pathogénicité (0,5 %), le mode de reproduction est par germination des

spores qui vont disséminées dans la nature. (Philippe 2021).

2. Mode de vie des champignons

Les champignons ont un role principal dans la dégradation de la matiére organique et
constituent la majeure partie des décomposeurs sur terre. De plus, certains champignons
peuvent étre phytopathogénes ou ils vont provoquer des mycoses chez les animaux pour les
tuées . Un troisieme mode de vie symbiotique est également tres répondu (Lutzoni et al,
2004).

conidie — > B

3
,_l ;. ‘

phialide

Figure 2 : Structure général d’un champignon (Mechali, 2014).

Pour leur survie et leur réle dans la nature les champignons peuvent étre classés en
differentes catégories en fonction de leur mode de vie il y a les Saprotrophes pour que ces
champignons se nourrissent de matiére organique morte ou en décomposition, jouant un role

crucial dans le recyclage des éléments nutritifs et la décomposition de la matiere organique
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(Thomas, 2009). Parasites ou les champignons parasites prélévent leur énergie a partir de la

matiere organique.

Ces différents modes de vie des champignons refletent leur adaptation a divers
environnements et interactions avec d'autres organismes, contribuant ainsi de maniére

significative a I'équilibre écologique et a la biodiversité de notre planéte (Anonyme, 2012).

3. Classification des champignons

En fonction de la structure et des caractéristiques biologiques les champignons sont
classés et sont basés sur des critéres spécifiques morphologiques et physiologiques, surtout en
microbiologie médicale ou l'identification précise des especes revét une importance cruciale

pour la prise en charge des infections fongiques (Philippe, 2021).

Les mycetes forment un groupe trés diversifié, avec 150 000 especes décrites,
derniérement, le nombre total d’espéces fongiques sur terre se trouverait entre 2,2 et 3,8
millions a découvrir (Hawksworth et Licking 2017). Avec I’utilisation des méthodes
moléculaires reposent sur I’analyse de I’ADN, permettant de regrouper et d’évoluer des
nouvelles espéces a partir d’ancétres communs (classification phylogénétique). (Spatafora,
2016) .1l est probable que la description systématique des séquences de nucléotides (d'un
génome entier). Sera le prochain outil qui permettra d’affiner encore plus précisément cette

classification (Laura QUERO 2018).
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__y basides —» Basidiomycota

___________'Hyphe

Spores asques — Ascomycota

\
Siphon — , Zygomycota

Champignion (Actuellement éclatd)

™~ Glomeromycota
(mycorrhiziens)

Spores & —* Espéces aquatiqu_e:f___n“_—lb Chytridiomycota

Spores &
MASTIGOMYCOTA ~

“spores 4 2 flagelles ————— Chromista
(Pseudo-champignons)

-

GYMNOMYCOTA __ Plasmede ., ..
MYCOTA) frontiére entre animal et Champignon (. Eucaryotes riétant ni champignons,
ni plantes, ni animaux)

Figure 03 : principe de classification des champignons (POIREL, 2016).

Taxonomie

Au cours des derniéres annees, les taxonomistes travaillant avec différents groupes de
champignons et sont détailler beaucoup plus sur les caracteres pour les utilisées a fin
d’identifier et décrire des nouvelles groupes de champignons, et vont donner une difficulté de
comparaison entre eux , la plupart de ces mycologues basent sur des champignons
microscopiques principalement les levures ont tendance a cause de leurs propriétés naturels
qui ont utilisé des traits similaires a ceux des procaryotes, notamment des traits micro-
morphologiques, des séquences d'’ADN au niveau du groupe de genes de I'ARN ribosomal,
des modeles d'utilisation du substrat, la production , la viabilité de I'accouplement et la

descendance méiotique ( Kurtzman et al.1982).

La taxonomie des champignons est une discipline essentielle qui vise a classer et a
nommer de maniére systématique les différentes espéces de champignons en fonction de leurs

caractéristiques morphologiques, biologiques et génétiques. (BROCK et al., 1994).
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4. Morphologie des moisissures

Les especes fongiques sont constituées principalement d’une paroi formée de
polyosides, phospholipides, stérols et des molécules spécifiques caractérisant le domaine de la

mycologie.

Les champignons sont des organismes eucaryotes caracterisés par leur structure
complexe, possédant de véritables noyaux avec membrane nucléaire, chromosomes et
nucléole. Leur unité d'organisation végétative peut varier, leurs filaments permettant de
distinguer différents groupes comme les septomycetes (ascomycetes et basidiomycetes) et les
siphomycetes (trychomycetes, phycomycetes et zygomycétes). Certains champignons
unicellulaires comme les levures, et plasmodiaux comme les myxomycétes, présentent des
structures spécifiques adaptées a leur mode de vie. Lors de la reproduction sexuée, certains
champignons forment des structures reproductrices telles que les carpophores ou les
ascocarpes, qui jouent un rble essentiel dans leur cycle de vie et leur dispersion des spores
(Whittaker, 1969).

La morphologie des champignons fait référence a leur structure et a leur apparence
physique, elle est étudiée en microbiologie pour comprendre les différentes caractéristiques
anatomiques des champignons, telles que leur mycélium, leurs hyphes, leurs carpophores,
leurs spores, et d'autres structures spécifiques. L'étude de la morphologie des champignons
implique I'observation microscopique de ces organismes pour identifier leurs caractéristiques
distinctives, comme la présence de cloisons dans les hyphes, la forme des spores, ou la
structure des carpophores. Les chercheurs utilisent également des techniques avancées, telles
que la micro fluidique, I'encapsulation, I'ajout de sels minéraux dans le milieu de culture, et
I'utilisation de microparticules pour contrbler et étudier la morphologie fongique. Ces
approches permettent de mieux comprendre la biologie des champignons, leur reproduction,
et leur adaptation a différents environnements, ce qui est essentiel pour la classification et la

compréhension des champignons (Drougard ,2018).

5. ldentification des champignons

L’identification des champignons repose sur des critéres macroscopiques, microscopiques
et moléculaires apres 1’isolement et culture sur des milieux de culture. Ces criteres vont faire

I’observation des colonies pour avoir des structures bien précisées et de leur couleur, leur
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taille, leur aspect (filamenteux, collant), leur transparence (opaque, translucide), et la
pigmentation, fondés sur I’aspect morphologique des différentes structures des champignons
(Marjolaine et al, 2002).

Pour identifier et isoler les moisissures en besoin des différentes approches et des
techniques complémentaires, chacune posséde une fiabilité vers une précision faisant
progresser des compétences et des équipements variables. L'approche classique repose sur

I'analyse macroscopique et microscopique des colonies obtenues en culture (Marion, 2021).

L’identification préliminaire des champignons filamenteux (comme tous les
microorganismes) est basée sur I’identification des caractéres morphologiques (microscopique
et macroscopique). La combinaison des résultats de 1’identification phénotypique et
moléculaire est nécessaire pour la confirmation de I’espéce. Les chercheures ont identifié
leurs souches fongiques on se basant sur l'analyse des régions d'espace transcrit interne (ITS)
des genes ribosomiques, et en utilisant des amorces universelles (ATTIA, 2021).

L'isolement, I'identification et la quantification des micro-organismes dans leurs habitats.
L'activité des micro-organismes avec leur environnement (Boiron, 1996). L'intérét
économique des champignons filamenteux repose sur leur capacité a produire une grande
diversité de molécules a large spectre. Ces caractéristiques ont fait une grande diversité
biochimique (LAMRANI et al, 2006)

6. Métabolites secondaires des champignons

Les métabolites secondaires est basées sur les méthodes analytiques et moléculaires qui
permet aux scientifiques de réaliser une classification des micro-organismes selon des
caractéristiques biochimiques et qui s’intéresse sur 1’étude des métabolites secondaires
produit par certains especes fongiques tels que les alcaloides ou les terpénes, qui n’ont pas de
fonctions  vitales, les sémantides qui portent I’information  génétique :acide

désoxyribonucléique (ADN), acide ribonucléique (ARN) et les protéines ( Kano et al., 2000) .

Chacune de ces molécules de faible poids moléculaire est propre a chaque souche qui sont
sécréter pour aider a la protection des individus et sont responsable de la synthése des germes
afin d’inhiber la croissance de proie (compétiteur), dont certains donnent des activités
antimicrobiennes et sont particulierement important dans le domaine pharmaceutique

(PRIYMENKO, 1996). Contrairement aux métabolites primaires qui sont des composés
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nécessaires aux fonctions vitales de 1’organisme qui peuvent impliquer dans des voix

métaboliques nécessaires au développement cellulaire (Binder, 2007).

Sont divisés en

plusieurs familles principales: les polycétides, les peptides non ribosomiques, les alcaloides,

les terpénes, les lipides et les dérivés de 1’acide shikimique. Ils sont synthétisés par des

enzymes complexes, codés par des groupes de genes et au méme temps vont former des

molécules plus complexes, souvent bioactives et présentant une grande chimio-diversité

(Marion, 2016).

Meétabolite
secondaire

Espéce
productrice

Effet biologique

Références

e Antibiotiques

'aspergillomarasmine

(amyloglucosidases,
pectinases, cellulases
lipases, proteases)

utilisées comme des catalyseurs
biologiques en glucoserie.

Aspergillus Antibioresistance(permet de (Smaoui, 2010)
versicolor rendre inopérantes les
carbapénémases des bacteries .
(Botton, 1990).
la pénicill; Penicillium | gmpachent la synthése de la paroi
a peniciiiine bactérienne et stoppent donc la
prolifération des bactéries.
e Aromes:
_méthyl-cétones Penicillium renforcer le goiit des fromages (Boiron, 1996)
roquefortii jeunes ou pour aromatiser au
"bleu" des produits alimentaires
divers
e Enzymes:
-Endocellulaires
(glucose oxydase, _ _ _ )
catalase,..) Aspergillus les lipases servent dans la (Kosikowski,
’ Niger technologie des huiles, cellulase, 1988)
e lulai I'invertase et la pectinase,
-exocellulaires
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-Trichothécenes
(DON)

- Patuline

e Mycotoxines :

Fusarium
graminearum

Byssochlamys
nivea

provoque la briilure de 1'épi du
blé, ainsi que la pourriture des
tiges et des épis du mais

fermentation a température de
12 a 37°C en raison des risques
sanitaires dus a la
consommation de patuline
par I'homme

(Hendey et Cole,
1993)

(Boudih , 2011)

Tableau 01 : Les métabolites secondaires produisent

par les champignons.

Certains métabolites peuvent agir comme des facteurs de virulence chez les champignons

pathogenes des animaux et des végétaux, mais aussi protéger leur héte de stress biotiques ou

abiotiques (Tableau 01). Certains métabolites fongiques ont des activités biologiques variées

ils sont synthétisés par des complexes enzymatiques, codés par des groupes de genes.

(Navarri, 2017) tels que des antiviraux, des antimycosiques, des phytotoxiques, des

entomotoxiques et des anticancéreux, les antibiotiques, les mycotoxines, les positionnant

comme des molécules importantes pour divers applications pharmaceutiques, industrielles et

agronomiques. (Boudjerda, 2013)

» Alternaria

Les Alternarias sont des champignons atmosphériques fréquents de 1’environnement

comprend des especes saprophytes, endophytes et pathogénes (Woudenberg et al, 2015).

Qui peuvent affecter les cultures sur champ ou produits végétaux pendant la récolte et

post-récolte (Logrieco et al, 2009), se développent a une température ambiante dans

divers régions climatiques. lls produits

des mycotoxines et environ 70 métabolites

toxiques (Jani¢ et al, 2019). lls peuvent étre isolés de végétaux trés divers. Alternaria

comprend prés de 275 espéces (Simmons, 2007). sont donc des champignons trés

communs et cosmopolite peuvent se retrouver sur des substrats tres variés : plantes, sols,

textiles, graines (Linas et al , 1999). Elle provoque la maladie d’alternariose (Simmons,
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1993). Le statut taxonomique du genre a été en mouvement dans son ceuvre monumentale

« systema Mycologicum » (Joli, 1964).
» Cladosporium

Les Cladosporium sont des moisissures dématricées qui existent dans I’air extérieur et
sur les matériaux organiques en décomposition ; peuvent méme contaminer la nourriture.
Ce genre de champignons sont saprophytes phytopathogénes pour ’homme, fréquemment
isolés a partir de la matiere organique du sol, des aliments, de la peinture (Bensch et al,
2012) . Beaucoup d’espéces de Cladosporium sont des agents de dégradation, ils jouent
un role dans les infections superficielles chez les humains, ainsi que des chromos-

mycoses pulmonaires et cutanées (Hoog, 2000)
» Penicillium

Penicillium est un champignon filamenteux appartenant au phylum des ascomycetes
spécifiques, le compost, le bois, les produits alimentaires secs, les épices, les céréales, les
fruits frais, les légumes (Yadav et al., 2018) . Elles sont importantes dans les milieux
industriels essentiellement pour la production de fromage, tels que le domaine
agroalimentaire et pharmaceutique (production de plusieurs antibiotiques) (Pitt, 1988).
Actuellement, elles sont les plus utilisées en boulangerie, dans les détergents et dans la
biotechnologie (GuzmanChavez et al, 2018). Elles sont présentant des conidispores
dressés, plus ou moins ramifiés, (Labbé et al.,2014). Certains Penicillium ont montré un
potentiel en bioremédiation en raison de leur capacité a dégrader divers composés (Aouar
etal., 2019) .

Les métabolites produits par Penicillium comprennent des substances telles que la
patuline, la citrinine, la roquefortine C, l'acide pénicillique, I'acide cyclopiazonique, le
cladosporin, 1'isocladosporin, le 5'-hydroxyasperentin, le 5’,6-diacetyl cladosporin, les
calphostins A, B, C, D et I, ainsi que des antibiotiques comme la pénicilline.( Rundbeget ,
2004) .
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» Ulocladium

Sont souvent trouvés dans le sol, les matériaux en décomposition et les textiles. Ces
champignons peuvent causer des maladies chez I'homme. Microscopiquement les especes
d'Ulocladium se distinguent par leurs hyphes brunétres septés, leurs conidiospores bruns
et leurs conidies brunes a noires .La biotechnologie de ces genres de champignons offre
un potentiel significatif pour la production de métabolites bioactifs, d'enzymes et d'autres
composés utiles, ainsi que pour la compréhension de leurs interactions avec
I'environnement et la santé humaine (Kulik et al , 2023). Les métabolites produits par
Ulocladium comprennent des substances telles que les ulocladols A et B, et qui ont la
capacité d'inhiber la croissance des graines de coton et sont considérés comme des
composés phytotoxiques intéressants pour limiter les infestations de Botrytis sp dans les
cultures (Garg, 1995) .
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Candida albicans

Candida albicans est une levure diploide aérobie, posséde un matériel génétique a 8
paires de chromosomes, non pigmentée et ne présente aucune capsule, et dont la reproduction
est de facon asexuée par bourgeonnements des cellules meres (blastospores), avec un
caractére de formation des colonies blanches crémeuses. Elle est fortement capable de
coloniser les surfaces mucocutanées des mammiferes mais aussi les cavités orales et gastro-
intestinales lorsqu’elle devient opportuniste, chez I’homme elle est responsable de causer des
grands problemes de la santé (LAGANE 2007), et plus particulierement les infections séveres
des muqueuses et de candidoses invasives chez les patients immunodéprimeés (Sitterlé, 2018).

Cette levure est I’un des organismes pathogenes les plus rencontrées (Hickman et al., 2013).

Figure 04 : observation microscopique de levure candida
Albicans (Anne-Christine, 2023).

Klebsiella pneumoniae

C’est une espece bactérienne de forme bacille a gram négative — ubiquitaire
appartenant au genre des klebseilles, immobile, capsulé, poussent sur un milieu ordinaire en
atmospheére aéro-anaérobie, a oxydase négative, classé parmi les entérobactéries. Pathogéne
opportuniste surtout son implication dans des infections séveres comme les infections
urinaires, (pneumonies et bactériemies). Elle est responsable de plus de 10% des infections
nosocomiales, elle est méme capable de coloniser la muqueuse digestive des individus,
provoquant ainsi des pneumonies mortelles c’est pourquoi elles sont appelé pneumobacilles.

Cette bactérie existe fortement dans la nature (I’eau, le sol, les végétaux, la flore fécale des
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animaux), sur la peau, les muqueuses et surtout les voies respiratoires supérieures
(Podschune et al, 1998). Elle fermentant le glucose et lactose pour produire du gaz, de
I’indole et I’uréase en fermentant I’acétone (KASSIS-CHIKHANI, 2012).

Figure 05 : observation microscopique de Klebsiella
pneumoniae ( Lohmann et Rauscher, 2023) .

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une bactérie a gram positif aéro-anérobie facultative, non
exigeante sous forme de coques capsulée et non sporulée, se trouve soit en paires, en tétrades
ou en grappes lors de 1’observation de colonies sous microscope optique. Présente des
caractéres biochimiques importants : catalase et coagulase positive, oxydase négative,
mannitol positif. Aujourd’hui ce genre regroupe 35 espéces dont la plus connue est
staphylococcus aureus et qui s’appelle encore taphylocoque doré a cause de sa forme arrondie
et sa couleur jaune (Baptiste, 2022). Elle est considérée comme 1’agent pathogéne vraiment
trés dangereux pour I’homme et représente un véritable enjeu de santé publique dans le
monde entier. Elles occupent une place importante en pathologie nosocomiale puisque ces
micro-organismes peuvent résiste multiplement aux antibiotiques (Quincampoix, et
Mainardi, 2001).
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Figure 06 : observation microscopique de Staphylococcus
aureus (Mnich, 2012).

Bacillus Subtilis

Le genre Bacillus correspond a des bactéries gram-positive aérobies strictes ou
facultatives en forme de batonnets (1,2 a 10 um de long), chimio-hétérotrophes, généralement
sont mobiles grace aux flagelles péri-triches qu’elle contient, leur membrane est constituée
d’une couche de peptidoglycanes (un polymere) et d’une couche lipidique, qui permettant des
échanges entre I’intérieur et ’extérieur de la cellule par le fournissement des protéines
membranaires (Loison, 2015). On la retrouve fortement dans le sol et méme dans la
végétation, avec un large spectre d'applications, d’une part elle joue le rdle d'organisme
modeéle pour I'étude des bactéries gram-positives vis-a-vis son utilisation en agriculture
comme un promoteur de croissance des plantes et d’autre part elle est considérée comme un
agent de biocontr6le contre les agents pathogenes de ces végétaux (Ardré, 2015). Bacillus
subtilis peut étre responsable de la présence de zones collantes ou gluantes dans le pain ; B.
subtilis peut également servir a repeupler la flore intestinale en tant que bacille non pathogéne

et antibiorésistant.
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Figure 07 : observation microscopique de Bacillus Subtilis
(Rights, 2024)

Enterococcus Faecalis

Sont des entérocoques a Gram positif anaérobies facultatifs mais capable de se
développer en présence d’oxygeéne qui peuvent apparaitre en paires ou par des petites chaines,
ces espéces vivent en biofilm et en grandes quantités (10° -108 ufc /g) de matiéres fécales.
Elle est considérée comme un commensal de microbiote intestinal et apparu comme un
pathogéne nosocomial multi- résistant par son expression d’une exotoxine porogéne appelée
cytolysine qui détruit les cellules eucaryotes et d’autres en réponse aux signaux du quorum
(Van Tyne et al, 2013), Généralement ne provoque aucun dommage ou pathologie dans
I’intestin mais elle présente un degré de virulence tres €levé. Elles sont également présentes

dans les voies génitales femelles et dans la cavité buccale (Beesonet al, 2006).
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Figure 08 : la forme de Enterococcus Faecalis ( Jane Kim,
2023).

Pseudomonas aeruginosa

Les bacilles a Gram négatif du genre Pseudomonas sont des agents pathogénes
opportunistes aérobie strict, habitants principalement dans le sol, 1’eau douce et dans les

environnements marins (Michel-Briand et Baysse, 2002).

Elle peut encapsuler en forme de béatonnet, en provoquant des maladies chez les
plantes et les animaux, les humains, affectant a la fois les immunodéprimés et les
immunocompétents. Couramment lié a une mucoviscidose et aux brQlures traumatiques
(Shugang et al ., 2022) .avec I’offre de quelques caractéres : Citrate, catalase et oxydase
positifs. Capable de décomposer les hydrocarbures pour leurs utilités dans la biorestauration

des marées noires (Diggle et Whiteley , 2020)
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Figure 09 : caractéres morphologiques de Pseudomonas
aeruginosa (MONTERO, 2020).

Escherichia — coli

Sont des bactéries commensales & gram négatif, son composition des flagelles permet
la mobilisation, appartenant a la famille des Enterobacteriacae, présente principalement au
niveau du tube digestif : véritable réservoir des souches qui envahissent le tractus urinaire et
par conséquence responsable de la grande majorité des cas d'infections urinaires. Ce sont des
hotes de la microflore intestinale humain les plus majoritaires et des animaux a sang chaud
(mammiferes et oiseaux) dont certains souches associées a des pathologies intestinales
(entérotoxinogénes, entéropathogenes, entérohémorragiques, vérotoxinogénes et entéro-
invasives) ou extra-intestinales (Levine, 1987 ; Pohl, 1993). L’espéce Escherichia coli
représente un pouvoir excellent de la production de facteurs spécifiques responsables de son
pathogénicité (MAINIL , 2003), avec le provoque de méningites purulentes chez le nouveau-
né ou des diverses formes de diarrhées aigués dans I’intestin (Chabanon et Archambaud,
1987).
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Figurel0: observation microscopique d’Escherichia — coli
(Schweitzer, 2022).
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Matériel et méthodes

Lieu d’étude

La grotte est situé¢ dans la région de Tagma de la wilaya de Tlemcen et qui s’appelle
(Gorf el mit), sa longueur est estimée a environ 200m cela rassemble & un long tunnel
souterrain contenant de belles stalagmites, stalactites et pierres de différentes couleurs et
formes. Aussi que des chauves-souris cachées dans leurs terriers qui ne sortent que la nuit,
elle est trés sombre et tres large. L’entrée de la grotte est sous forme d’un arc semi-circulaire
de 4m de la hauteur. La température moyenne annuelle est peu chaud dans les profondeurs et

froid dans I’entrée, La localisation exacte de la grotte est installée dans la figure 11.

Figurell: Grotte de Gorf El Mit
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Figure 12: Photos d’entrée de la grotte

2_Echantillonnage

Les prélevements ont été pris a partir du sol de la grotte de Tagma, qui est effectuées

le 13 Février 2024 dans des conditions d’asepsie (figure 11 et 12, Tableau 02)

Les sediments (prélevements) du sol ont été réalisés a 1’aide d’une spatule stérile dans des
tubes coniques stériles et des sachets en plastiques stériles, ensuite on les récupére pour une

conservation en laboratoire a 4 C° avant I’analyse.

Aussi des écouvillonnages a partir des excréments de chauves-souris ont été réalisé et méme
a partir des murs de la grotte recouvert par des moisissures apparaitre comme des taches

colorées (vertes, noirs, ...) (figure 14) .

Région Altitude Altitude (N) Humidité Etage
(metres) bioclimatique
Tagma 800 34° 55° 1° 20 ouest Semi-aride

Tableau 02 : Situation géographique de la station d’échantillonnage.
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Figure 13 : Carte géographique montre la situation de la grotte de Gorf el

mit
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3_pH dusol

Mettre 20g du sol sec dans un bécher, puis I’ajout de 50ml d’eau distillé aprés
sédimentation et les bien homogénéisés .ensuite une agitation a été réaliser pendant 5 minute
dans un agitateur magnétique, puis on mesure le pH de 1’échantillon a 1’aide d’un pH meétre
(Figure 15) par insertion de I’électrode directement dans chaque échantillon (Institut de
Genie Rural, 1973), cette opération doit étre répéter 3 fois pour un résultat trés
précis (Hanaa HI, 8314).

Figure 15 : Mesure de pH du sol

4 Isolement des Moisissures

Les ensemencements sont effectués par la méthode de suspension_ dilution, ou on
met 10g de sol des différents endroits (profond, centre et sortie) dans 90ml d’ecau
physiologique stérile (9g de Nacl + 1L d’eau distillé) ce qui correspond a la dilution 10, A
I’aide d’un vortex on homogeénéise et on réalise des dilutions décimales pour le sol concernant
les échantillons par écouvillonnage, on a directement isolé sur les milieux de culture par
ensemencement dans des tubes contenants I’eau physiologique stérile jusqu’a 107. Puis on
étale 1000 pL de chaque dilution a la surface des milieux de culture : PDAac, PDAr, CDAr,

MEA qui sont déja préparés et stérilisés ensuite couler dans des boites de pétri (figure 16). Le
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surplus de surnagent a été éliminer aprés I’ensemencement par rateau (10 15min) avec une

incubation de 5_7j a 25+1°C. Les colonies sont repiquées et purifiées sur le milieux PDAac.

La technique de frottement de 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosé seche :

PDA ac, CDA, MEA permet d’ensemencer et d’isoler des moisissures. (Figure 17)

L’ajout 25% de I’acide lactique ou de rose bengarl (1_1,5ml) Par flacon inhibe la
croissance des bactéries. De plus le rose bengarl permet de ralentir la croissance des
moisissures a croissance rapide et offre plus de chance d’isoler ces mycetes a croissance lente
(Belyagooubi, 2006).
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Figure 16 : illustration de la série de dilution décimale (Benaissa, 2021)

» Purification des moisissures

Dans cette étape on utilise le PDA acidifié (1,5 ml d’acide lactique environ 25%
par flacon de 200 ml de PDA) afin d’éviter toutes les contaminations bactériennes,

par le repiquage successif des souches sur ce milieu.

» Conservation des souches fongiques isolées
La conservation des souches est ’'une des étapes les plus largement utilisés qui

consiste a repiquer les souches en tube sur gélose incliné. Les cultures sont
maintenues pendant 7 jours a 25°C pour favorise leurs viabilité et limiter les

possibilités des variations (Batton et al, 1990).
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Figure 17 : Préparation des dilutions des échantillons de la grotte.

5 ldentification des moisissures

L’identification des souches purifiées a été réalisée par deux caracteres :

5 1 Observation Macroscopique

L’identification des especes fongiques est basé sur I’analyse de caractéres de cultures
(Température, Taux de croissance, environnement favorable) et morphologiques,

macroscopiques des colonies et la texture de thalle (aspect de la colonie, couleur, forme,
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pigmentation) pour découvrir les principaux formes des moisissures. Ces caractéres sont

étudiées a I’ceil nu.

L’aspect des colonies représente un critere d’identification. Les champignons
filamenteux forment des colonies duveteuses, laineuses, cotonneuses, veloutées, poudreuses
ou granuleuses ; parfois certaines colonies peuvent avoir une apparence glabre (1’absence ou
pauvreté du mycélium aérien), (TABUC, 2007).

La taille des colonies : peut étre trés variable en fonction des genres fongiques : petites

colonies (Cladosporium) ou au contraire, colonies étendues, envahissantes (Alternaria).

4 2 Observation microscopique

L’identification microscopiques a ¢été réalisée en cultivant des moisissures sur des
lames selon la méthode de scotche par 1’ajout d’une goutte de bleu de coton ou lactophénol
sur une lame qui recouvert d’une lamelle, aprés on raméne nos échantillons et on prend une
petite quantité (un fragment) des moisissures (Barnett et Hunter, 1972), pour faire une

observation microscopique.

5- Test d’activité antimicrobienne des moisissures

On a utilisé les souches de références qui sont mentionnées dans le tableau 03 Pour la

réalisation des tests de ’activité antimicrobienne.

Microorganismes Gram Code

Staphylococcus aureus ATCC 29213

Bacillus Subtillus ATCC 6633

Positif

Enterococcus Faecalis ATCC 29212
Bacteries | Psedomonas aerugenosa ATCC 27853

Escherichia coli Négatif ATCC 25922

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
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Levures Candida albicans ATCC 10231

Tableau 03: Origine de Souches de référence utilisée dans les différents tests d’évaluation de

L’activité antimicrobienne.

ATCC : American Type Culture Collection

6. Criblage par la technique des cylindres d’agar

6.1. Test d’activité antibactérienne

Une séquence serrée d'isolats de moisissures est ensemenceée a la surface du milieu
PDA et incubée pendant environ 7 jours & 25°C. A l'aide d'un punch, des cylindres de 6 mm
de diameétre seront places au-dessus du milieu Muller-Hinton préalablement ensemencé par
les bactéries a tester. Aprés une premiere incubation de 2 heures a 4°C, les boites de pétri sont
placées pour permettre aux substances de diffuser (Kitouni, 2007). Ils sont ensuite incubés a
37°C pendant 24 heures apres Des mesures sont effectuées sur les zones d'inhibition formées
autour des cylindres (Belyagoubi et al, 2018).
6.2. Test d’activité antifongique

Candida Albicans a testé selon la méme procédure que celle utilisée pour les tests
d'activité antibactérienne, a I'exception que la pré culture est réalisée sur bouillon Sabouraud,
et que les levures sont incubées a 37°C pendant 24 heures a 48 heures.
6.2. Criblage par la technique des puits

La culture des champignons en milieu liquide a été réalisée sur bouillon PDAac.

(Bosco, 2016). Incubation a 25°C pendant 14 jours. Préparer les bactéries d'essai dans une
boite de Petri avec une couche de gélose Mueller-Hinton. Aprés 5 minutes de séchage, des
puits de 5 mm sont creusés au cutter. Les puits sont ensuite recouverts de gélose Mueller-
Hinton. Les puits préparés sont préts a recevoir 50 uL de filtrat. La boite est ensuite laissée a
température ambiante pendant 30 minutes puis incubée a 37°C pendant 18 a 24 heures.
De plus les antibiotiques ont été utilises comme molécules de référence :
Antibactériens, Ampicilline (10ng) (biocare)) et antifongique (la Nystatine (10ul) (Sigma))
(Belyagoubi, 2014).
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pH du sediment

Le tableau 04 montre le pH des échantillons du sédiment, aprés 1’analyse a 1’aide d’un
pH meétre ont obtenus des valeurs de pH neutre. Le pH joue un role primordial dans la
production des métabolites secondaires par divers champignons (Dumenil et Sanglier, 1989).
De petits changements de pH peuvent avoir des effets spécifiques sur la productivité des

différentes souches et la sécrétion des métabolites secondaires (Hata et al, 1971).

Echantillon pH

pH de sable 6,59+1,37

Tableau 04 : le Ph de I’échantillon de sol

2_1 Isolement des moisissures

10 souches ont été isolées a partir des sédiments, la purification a été effectuée par le
repiquage successif de la souche sur le milieu PDA.ac jusqu’a [’obtention d’une souche

pure (figure 18).
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Figure 18 : photos d’isolement des moisissures

Aprés l’isolement de la microflore des échantillons E1 et E2 nous avons une
biodiversité fongique importante qui a été révelée aprés les analyses mycologiques des
échantillons sur différents milieux de cultures. Dans les milieux PDAac et CDAr I’apparition
des valeurs moyennes des différents souches fongiques (2,7.103 UF/g) et ( 5 ;103 UF/g) qui
sont des charges plus élevées ; Les travaux de (Baying,2015) sur la grotte Hechang confirme
ces résultats ou la montée d’un pourcentage concernant 1’isolement des souches sur le milieu
PDA (figure 18) cette charge fongique a été isolée sur les milieux a base organique qui sont
les plus producteurs des espéces fongiques (PDA et MEA) ou a base minérale (CDA).

Une comparaison précise entre les milieux PDAac et CDAr qui révele une charge
fongique trés importante d’E1 par-rapport a I’E2 contre les milieux MEA et PDAac qui
favorise aprés le dénombrement de la mycroflore des échantillons E1 et E2 nous avons une
biodiversité fongique importante qui a été relevées apres les analyses mycologiques des

échantillons sur différents milieux de cultures.

6_2_ ldentification des mycetes
L’identification des isolats est basée sur les observations du mycélium fongique :

v’ La détermination de de la couleur de la colonie pendant la croissance est effectuée par
une observation microscopique.

v’ La détection de la présence du thalle et la présence ou I’absence de septum, la nature
de de la production et la caractérisation des fructifications et des spores (samson et
Haesks, 1988) ; ( Gams et al, 1998) .
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Figure 19: les souches purifiées
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Figures 20: souches purifies (A) souches isolées (B) lames d’identification (C)
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Figure 21 : Observation microscopique de différentes espéces fongiques

G4, G5, G33, G24 : Code des souches.
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code de la | Milieu/ Origine des | Aspect Aspect

souche Dilution prélévements | macroscopique Microscopique

G04 El.10-2 Fond 180 m | Colonie verdatre Cladosporium sp
PDA.ac

G05 Ecouv 1 CDA 160 m Tache vert clair Penicilluim sp.

G06 Ecouvl CDA Fond 160m Colonie jaune clair Penicilluim sp.

G18 E1 10-3 PDA.ac | Fond 180 m Cladosporium sp

G22 Excrément Profond Tache vert entoure par | Penicilluim sp.
PDA.ac des tache bland

G24 Ecouv 1 CDA.r | 200 m Une grande colonie Alternaria sp.

Verte

G26 E2 10-3 Centre Une petite colonie Cladosporium sp
PDA .ac Verte

G27 E2 10-3 Centre Colonie verdatre Penicilluim sp.
PDA .ac

G27r E2 10-3 Centre Colonie vert claire Penicilluim sp.
PDA .ac

G33 T.CO3 CDAr 160 m Colonie verdatre Ulocladium sp.

Tableau 05 : Aspects macroscopique et identification microscopique des
moisissures isolées de la grotte

Le tableau 05 illustre les différents genres de moisissures qui résultent apres leur
isolement et leurs identification, sur la dominance de genre penicillium et cladosporium les
plus rencontrer dans le sol dans tous les isolats pour nombre de 3et 5 souches sur 10

échantillons, tandis que les autres especes sont moins répondus (Alternaria et

Ces résultats (figure 21) sont également obtenus pour confirmer la présence des
souches penicillium et cladosporium dans la mycroflore qui existe a grande échelle et qui
rapportées par plusieurs auteurs mentionnent leurs expériences surtout dans différentes

régions dans certains pays (Calvo et al, 1980 a et b).

Pour la survivre des microorganismes et tous les étres vivantes formant des
populations de différents genres, le sol est I’habitat naturel. Selon la région ou I’endroit le
nombre et ’activité de ces populations changent par le temps, et influencé par la quantité de la

matiére organique présente dans le sol, sa texture, le pH, I’humidité, la température,
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I’aération et d’autres facteurs (Ruark et Zarnoch, 1992 ; Madigan et al, 1997 ; Subler et
Kirsch, 1998 ; Peuk, 2000 ; Smith et al, 2000).

Certaines especes fongiques se retrouvent sur les milieux extrémes comme Alternaria,

Penicilium, Cladosporium, Ulocladium (figure 22)

On retrouve aussi communément des aspergillus et Beaveria.

Nombre des souches isolées
6
5 i
4 i
3 Penicillium
2 7 Cladosporium
1 i
0 . .: MW Alternaria
| W Ulocladium
.\)6\ .\)& K\rb .\\,
N Q @ N
R o N\ 2
N R 9
2
o

Figure 22 : Diagramme de nombre des souches obtenues

49



Résultats et discussion

7_8 Reésultats de I’activité antimicrobienne

Diametre des Zone D’inhibition (mm) Sur les bactéries tests

N° Les souches Pa |E.c Kp |S.a B.s Ca [Ef
d’isolat  [fongiques

1 Cladosporium.sp [22+0 |8+0 - 8+0.5 |70 - -
2 Pinicillium.sp 9+1 |7.5+£0.71 |- 70 9.5+0.71 |- -
3 Pinicillium.sp 16 - - 8+0 14+0 - -
4 Cladosporium.sp |- 9+1 - 6.5+0 |6.5+0.71 |- -
5 Pinicillium.sp - 6+0 - 6+0 - - -
6 Alternaria.sp - 7.5+0.71 |- 7+0.71 |7.5£0.71 |- -
7 Cladosporium.sp |- - - 7 6.5+0 - -
8 Pinicillium.sp - - - - 6.5+0.71 |- -
9 Pinicillium.sp - 6.5+0 - 71 - - -
10 Ulocladium.sp - 6.5+0.71 |- 9+1 9+1 80 |-

Tableau 06: Les résultats de I’activité antimicrobienne des souches (méthode des
cylindres d’agar des moisissures).

Remarque : aucun résultat positif n’a ét€ marqué dans la technique des puits.

Afin d’atteindre notre objectif (isolement des moisissures productrices d’antibiotiques)

on a limité notre étude sur les genres penicillium et cladosporium (tableau?7).

Ces résultats sont similaires par rapport aux travaux de (Djebbah, 2016) sur des
moisissures isolées de la grotte de Ain fezza.et aussi les travaux de (AMARA et

BENCHIKH ,2023) sur des moisissures isolées de la grotte d’Ighzer — Timimoun .
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Meéthode Les antibiotiques
S
LL < n O o <
ATB | W w m L D [a¥
7£0 520 8+ 0 8+0 9+ 0 8+ 0
1
(R) (R) (R) (R) (R) (R)

Tableau 07 : Résultats de I'antibiogramme
R : Résistante : selon les recommandations du comité de 1’antibiogramme de la société
frangaise de microbiologie en 2022.

Les résultats obtenus montrent que I’ampicilline a une sensibilité sur les souches

pathogénes qui a des diamétres des zones d’inhibition entre 7 et 9 mm (tableau 09).

Méthode Puits
Antifongique Nystatine

Candida 10,5+0,71

albicans (S)

Tableau 08: Résultats de la sensibilité a la nystatine de la

levure (diameétres en mm).

R: Résistante : Selon Drouhet et Dupont (1976 ; 1978) ; Drouhet et al, 1981).
Les résultats montrent que la souche Candida albicans présente une résistance a la nystatine

Les filtrats du Cladosporium sp. Isolé du laurier rose Nerium oleander sont dotés
d’une bonne activité insecticide contre Acanthoscelides obtectus. Afin d'évaluer le spectre
d'action des filtrats et caractériser la nature chimique des substances impliquées dans cette
activite insecticide. (Laib,2012).

Les recherches de Belyaghoubi et al, (2018) ont mis en évidence [Iactivité
antimicrobienne de 23 souches de Penicillium contre des micro-organismes pathogénes. Les
résultats montrent que ces champignons produisent des substances antimicrobiennes qui
inhibent la croissance de ces micro-organismes. Les souches actives ont démontré une forte

activité inhibitrice contre les micro-organismes pathogenes, avec des zones d'inhibitions
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variant entre 7,5 et 26 mm . L'activité la plus élevée a été observée contre Candida albicans,
avec 43,38% des souches (10/23) montrant une inhibition significative.

D’aprés les recherches effectuées par Tannous et ses collaborateurs (2018), le genre
Penicillium était connu pour sa capacité a produire des métabolites secondaires de défense
tres actifs de la famille des Trichocomaceae, qui comprend plus de 300 especes. Les
principaux étant les mycotoxines, dont la patuline qui a fait I’objet de plusieurs expériences

(AFFANE, 2020).

Le nombre des molécules antifongiques disponibles principalement les antibiotiques a
notablement augmenté ces dernieres années, pour les infections fongiques systémiques, 9
antifongiques appartenant a 4 classes pharmacologiques sont utilisables (Dannaoui, 2013),
les micromycetes utilise des approches pour résister a ces antifongiques : la modification et/ou

surproduction de la cible et I’efflux.

Selon Baiying et al. (2015), une observation a été détecter dans la grotte de Heshang
d’une grande diversité microbienne indigéne, des caractéristiques métaboliques uniques et des
fonctions écologiques importantes des micro-organismes principalement les bacteéries, les
archees et des groupes fongiques par des méthodes de cultures dépendantes et indépendantes a

la fois.

Aujourd’hui deux types d’altérations microbiennes sont trouvables sur les parois de
la grotte (taches noires et zones sombres) et sont des menaces pour sa conservation. Grace aux
microorganismes des grottes qui sont la cause de ces altérations colonisés abondamment sur

les surfaces murales [Engel, 2010, Martin Sanchez et al., 2015] .
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Conclusion

L’existence des agents pathogenes dans I’environnement avec la présence des
différents substances de forte efficacité tel que les antibiotiques et les antifongiques constitue
une grande importance et donc vieille que le monde des microbes a mis en place des
mécanismes de résistance pour contrecarrer ou échapper a ces approches moléculaires, parmi
elles il y a le développement des stratégies rendent les medicaments utilisés pour traiter les
infections inefficaces , pour cela il est important d’exploiter de nouvelles molécules pour
lutter contre ces maladies afin de pallier aux problémes de sensibilité d'une vaste gamme de
micro- organismes aux antibiotiques et antifongiques synthétiques.

L’objectif principal de ce travail est la recherche des nouvelles substances
antimicrobiennes et antifongiques d’intérét industriel et biotechnologique qui sont produites
par les moisissures isolées a partir de la grotte De Gorf El Mit a Tlemcen.

Les résultats des analyses mycologiques montre que les genres les plus dominants est
Penicillium et Cladosporium isolé a partir des sédiments de profondeurs sur le milieu PDA et
qui présente un fort pouvoir inhibiteur.

Pour sélectionner les souches productrices de métabolites antibactériens, divers
milieux de culture, tels que le milieu PDA MEA CDA ont été employé pour la production
d'antibactériens. Différentes techniques, comme la technique des cylindres d'agar et la
technique des puits, ont été utilisées pour démontrer leur capacité inhibitrice.

Pour compléter ce sujet sur la flore fongique, nous suggérons les actions suivantes :

o Approfondir I'étude de la biodiversité du site de prélevement.

« Realiser une identification moléculaire des souches obtenues.

« Identification des molécules bioactives.

e Rechercher les espéces productrices de métabolites d'intérét industriel et

biotechnologique tels que les enzymes et les antibiotiques.

Les résultats de cette étude suggerent que les grottes en Algérie représentent une source
prometteuse pour l'exploration, le développement et la découverte de nouvelles souches
microbiennes possédant une forte activité antimicrobienne contre les agents pathogénes.
Cette recherche vise a exploiter les metabolites antimicrobiens de ces souches a des fins
médicales et pharmaceutiques, notamment pour la production de molécules antimicrobiennes

et l'utilisation dans l'industrie agroalimentaire autant que des agents conservateurs.
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Annexe 1 : Composition des milieux de cultures

PDA (Potato Dextrose Agar)

Pomme de terre 2009
Eau Distillée 1L
Saccharose 10g
Agar 159

CDA (Czapek Dextrose Agar)

NaNO3 39
Saccharose 30g
KH2PO4 1,59
MgSO4 0,59
KCL 0,59
FeSO4 0,01g
Agar 159
Eau Distillée 1L

MEA (Malt Extract Agar)

Extrait de Malt 20g
Peptone 19
Glucose 20g
Agar 159
Eau Distillée 1L

M. H (Muller Hintone)

Eau distillée 1,5L

Muller hintone 579
Sabouraud

Peptone de Gélatine 10g

Glucose 20g

Agar 179

Eau Distillée 1L

Ph 7
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Bouillon Sabouraud

Peptone de Gélatine 10g
Glucose 209
Eau Distillée 1L
pH 5,6

1. Quelques Parametres

Bleu de Coton

Bleu de méthylene 0,5¢
Lactophénol

Lactophénol
Phénol 20g
Acide Lactique (25%) 20ml
Glycérol 20ml
Eau Distillée 40ml

Rose Bengarl
Eau Distillée 100ml
Rose Bengarl 19

Eau Physiologique

Nacl 99
Eau Distillée 1L
Les diametres des zones d inhibitions en mm sur les bactéries tests
S
CB | w < n O o < <
(W] (72} o [NT] ~ o (@)
G04 1 0 8 7 8 0 22 0
Cladosporium.sp | ¢ 0 8.5 7 8 0 22 0
G05 2 0 7 10 7 0 10 0
Penicillium.sp | > 0 7 9 8 0 8 0
G06 3 0 0 0 0 0 16 0
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Penicillium.sp |3 0 8 14 0 0 16 0
G18 4 0 6.5 7 10 0 0 0
Cladosporium.sp | 4 0 65 |65 |8 0 0 0
G22 5 0 6 0 6 0 0 0

Penicillium.sp |5 0 6 0 0 0 0 0
G24 6 0 6.5 8 7.5 0 0 0

Alternaria.sp [ g 0 7 7.5 8 0 0 0
G26 7 0 0 6.5 0 0 0 0
Cladosporium.sp | 7 0 7 6.5 0 0 0 0
G27 8 0 0 7 0 0 0 0

Penicillium.sp [g 0 0 6.5 0 0 0 0
G27 9 0 6 0 0 0 0 0

Penicillium.sp |9 0 8 0 6.5 0 0 0
G33 10 0 8 8 0 0 0 8

Ulocladium.sp | 10 0 10 10 65 |0 0 8




