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Abstract

As part of the search for new sources of bioactive compounds, this study focused on
the isolation and identification of marine molds producing secondary metabolites from the

sponge Chondrosia reniformis.

The antimicrobial activity of the fungal strains was evaluated in vitro against a panel
of pathogenic microorganisms. The active extracts grown in PDB medium were then tested to
determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum

Bactericidal/Fungicidal Concentration (MBC/MFC).

Nine fungal strains were isolated, eight of which belonged to the genus Penicillium
and one to the genus Trichoderma, identified based on morphological and microscopic

characteristics.

Two strains showed significant activity against Bacillus subtilis and the yeast Candida
albicans, with inhibition zones ranging from 10 mm to 18 mm. The MIC and MBC of extract
01 were greater than 46.87 pL/1000 pL against C. albicans, while extract 02 had MIC values
greater than 78.12 pL/1000 pL against K. pneumoniae, and greater than 125 pL/1000 pL

against E. coli and B. subtilis for both extracts.

These results suggest that certain Algerian marine molds isolated from Chondrosia

reniformis possess antimicrobial potential that could be used against various pathogens.

Keywords: Blue biotechnology, Marine sponge, Chondrosia reniformis, Fungi, Antimicrobial

activity.




Résumé

Dans le cadre de la recherche de nouvelles sources de composés bioactifs, cette étude a
porté sur 1’isolement et 1’identification de moisissures marines productrices de métabolites
secondaires a partir de 1’éponge Chondrosia reniformis.

L’activité antimicrobienne des souches fongiques a été évaluée in vifro contre un panel
de microorganismes pathogenes. Les extraits actifs sur le milieu PDB ont ensuite fait 1’objet
de tests pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale bactéricide (CMB)/fongicide (CMF).

Neuf souches fongiques ont été isolées, dont huit appartenant au genre Penicillium
et une au genre Trichoderma, identifiées sur la base de criteres morphologiques
et microscopiques

Deux souches ont montré une activité¢ importante contre Bacillus subtilis et la levure
Candida albicans avec des zones d’inhibition entre 10mm et 18mm et une CMI et CMB de
I’extrait 01 supérieure a 46.87uL/1000uL contre C. albicans et pour I’extrait 02 supérieure a
78.12uL/1000uL contre K. pneumoniae et supérieure a 125uL/1000uL contre E. coli et B.
subtilis pour les deux extraits.

Ces résultats suggerent le potentiel antimicrobien de certaines moisissures marines
Algériennes isolées de Chondrosia reniformis qui peut étre utilisé contre différents

pathogénes.

Mots clés : Biotechnologie bleue, Eponge marine, Chondrosia reniformis, Champignons,

Activité antimicrobienne.

Vi




Table de matieres

Remerciement. I
oasle v
Résumé \%
Abstract VI
Table des matieres VII
Liste des figures IX
Liste des tableaux X
Liste des abréviations XI
INtrOdUCTION ...t e 1
GENETALILES. . ..o e 3
Matériel et MEthOdes. ... ..o 8
1 Collecte des échantillons ..o, 8

2 Analyse des parametres physiques et chimiques ...............cooiiiiiiiiiiienn.. 8

3 Isolement des champignons et les actinomycetes.........c.ovvevuiiiiiiiiiiiiinnenn... 9

3.1 Milieux de culture utilis€s ...........ooevieiiiiiiiiiiia 9

3.1.1 Préparation de la solution mere...................c.oeeennenn. 10

3.1.2 Préparation des dilutions et ensemencement............... 10

4 Purification des iSOlats  ........oiiiiiii 10

5 Observation MICTOSCOPIQUE  +.uvvenureenteennte et eteeeteeenaeenneeaneeenneenneeanaens 11

6 Conservation des 1S01ats  ......oo.oiiiiii 11

7 Préparation de la suspension fongique ...........ociiiiiiiiiiii e 11

8 Evaluation de I’activité antimiCrobienne.......... ...cocvieiiiiiiiiiiiiiniiiniennen. 11

8.1 Préparation de I’'inoculum ... 11

8.1.1 Les souches testees.......oouiiuiiiiiiiiiiiiiieean, 11

8.1.2 Les milieux de cultures.............c.oooviiiiiiiiiiiininin.. 12

8.2 Ensemencement  .........ciiiiiiiiiiii e 12

VI




8.3 Technique des cylindres agar pour évaluer ’activité antibactérienne en
MILEU SOIIAR ...t 13
8.4 Technique des puits en gélose pour évaluer I’activité antibactérienne en
milieu HQUIde ..o e 13
9 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) ................... 13

10 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)/ fongicide

(O e e 14
CHAPITRE V : Résultats et diSCUSSION. .....uviintieiettiitt e et eiaeeneenaans 15
1 Parameétres physiques et Chimiques — .......ooeiiiiiiiiiiii e, 15

2 Isolement des champignons et les actinomycetes — .........coovvveiiiiiiniennennnn.. 16

3 Essaie d’identification  .........o.oiiiiiiii e 17

3.1 MACIOSCOPIQUE  .ennitentteeite et e ette et e eee e iteeaeeeeaeeaneeeneennans 17

3.2 MICTOSCOPIQUE eniteentte ettt et e ettt et e eee e e e e e e eaaeeeaeenans 18

4 L’activité antimiCrobICNNE  ....eueititinteii ittt et eaenees 19

5 La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)  ............... 22

6 La détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)/fongicide  (CMF)

.................................................................................................... 24
CONCLUSION .ot 25
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ... ..uieeiiieee e, 26
ANNEXE o e 33

Milieux de CUItUIES .......oouiii e 33

Parameétres physiques et Chimiques..........oo.vviiiiiiiii e 36

Vil




Liste des figures

Figure 1 : Distribution des substances naturelles marines par Phylum .........c.cccoccooviiiiiininnnnnen. 3
Figure 2 : Répartition mondiale des épOnges MATINES .......ccceereerieriierreerieenienie et esree e sree e eeeeeees 5
Figure 3 : Schéma de la classification de phylum Porifera ...........cccccooeeiiiniiniiiiiiieeeeeeeeeeeen 6
Figure 4 : Répartition des brevets selon les MolEcules ........ccocevveriiiiiiiiiiniiiiiceeeeeeee e 7
Figure 5 : Carte montrant le site d'échantillonnage (Honaine de Tlemcen) .........cceceevereerenencesiennennee 8
Figure 6 : Eponge C. reniformis (a) : sous-marine ; (b) : dans une boite de Pétri..........cocevvrerrrrreenneee. 9

Figure 7 : Nombre de souches des champignons et des actinomycétes isolés a partir de chaque milieu

& CUITUTE. ..ttt h e a ettt b e b e s bt e she e s ae e et e et e e abeesaeesasesabeeabeebeennes 17
Figure 8 : Observation macroscopique des isolats (a) : MS08, (b) : MS05, (c) : MS04, (d) : MS10... 18
Figure 9 : Observation microscopique d'une souche de Penicillium MS02(x40).......cccceoevereereenennen. 19
Figure 10 : Effet de deux souches sur B. subtilis et C. albicans. ........ccccecuererieerenernenieneeneneeseesennes 22
Figure 11 : Concentration minimale inhibitrice des isolats des champignons Erreur ! Signet non défini.

Figure 12 : Concentration minimale bactéricide des isolats des champignons. ..........ccccevvveereerieennnnns 24




Tableau 1 :
Tableau 2 :
Tableau 3 :
Tableau 4 :
Tableau S :
Tableau 6 :

Liste des tableaux

Meédicaments dérivés d'OrganiSmes MATINS .......ccceeverreesuerrereerreneereesrereessesseessessesseessesseenes 4
Les souches bactériennes de r€férence ........coocueveeriieriieeieenieiie ettt 11
Paramétres physiques et chimiques de la mer algérienne, Honaine. .........cccceveeervernennnen. 14
Activité antimicrobienne vis-a-vis les SOUChES teStEES......cuvvrvirrieriiniiiiirieeeereesee e 19

Volume minimale inhibitrice des extraits contre les souches pathogenes (LL/1000uL) ... 21

Les normes des parameétres physiques et ChImiqUES........ccevverieriieriieeseereeneenee e 33




Liste des abréviations

°C : Degré¢ Celsius

pg : Microgramme

pL : Microlitre

AMP : Ampicilline

AMX : Amoxicilline

ATCC : American Type Culture Collection
D.O : Densité optique

g : Gramme

h : Heure

mL : Millilitre

mm : Millimetre

NYS : Nystatine

Ph : Potentiel d’Hydrogene
UFC : Unité Formant Colonie

Xl




Introduction




Introduction

Au sein des organismes marins, les ¢éponges possedent une communauté
microbiologique diversifiée, montrant souvent la présence d’archées, de champignons, de
microalgues et une grande diversité de phylums bactériens (Taylor et al., 2007), elles
démarquent comme des réservoirs exceptionnels de composés bioactifs, en raison de leurs
associations symbiotiques complexes avec divers micro-organismes (Mehub et al., 2014).
Ces composés présentent une large gamme d’activités biologiques, incluant la cytotoxicité,
I’activité antimicrobienne, les effets anti-inflammatoires et antiparasitaires (Proksch et al.,
2002; Setyowati et al., 2016). Les éponges marines sont une source précieuse de composés
antiviraux, notamment des analogues de nucléosides, qui ont inspiré le développement de
médicaments comme le remdesivir utilisé contre la COVID-19 (Eastman et al., 2020 ;
Laffoley et al., 2020). Leur potentiel en tant qu’agents thérapeutiques anti-SARS-CoV-2
souligne I'importance des ressources marines en biotechnologie médicale (Chien et al.,
2020). Par ailleurs, les recherches récentes montrent que les métabolites secondaires produits
par les champignons associés aux éponges sont plus nombreux et variés que ceux produits par
les bactéries symbiotiques (Setyowati et al., 2018), renforcant ainsi I’intérét pour ces micro-

organismes marins en tant que sources potentielles de nouveaux agents thérapeutiques.

Depuis la découverte de la pénicilline par Alexander Fleming en 1928, les antibiotiques
se sont imposés comme des outils fondamentaux dans la lutte contre les infections, en
inhibant la croissance des micro-organismes ou en les éliminant (Czekalski et al., 2014 ;
Wang et Tang, 2010). Toutefois, I’'usage excessif et incontr6lé de ces agents thérapeutiques a
conduit a leur dissémination massive dans I’environnement, favorisant ainsi I’émergence et la
propagation de résistances bactériennes. Ce phénomene constitue aujourd’hui un défi majeur
pour la santé publique, car il complique considérablement la prise en charge des infections,
obligeant au recours a des traitements plus toxiques, plus coliteux, et parfois inefficaces face a
certaines souches multirésistances (ECDC, 2017). Dans ce contexte alarmant, la découverte
de nouvelles molécules antimicrobiennes est devenue une priorité mondiale, d’autant plus que
le rythme d’identification de nouveaux antibiotiques a nettement ralenti ces dernieres

décennies (Ventola, 2015).

Si les écosystemes terrestres ont historiquement constitué une source principale de
molécules bioactive (Adpressa et Loesgen, 2016), I’intérét scientifique s’est récemment
tourné vers les environnements marins, reconnues pour leur richesse en biodiversité et en

métabolites originaux, il constitue une source abondante de métabolites secondaires ayant une
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application potentielle dans le développement des produits spécialisés. L’amélioration des
métabolites secondaires issus des ressources marines a ¢té un facteur clé pour une recherche
intensive, en raison de leur nature bioactive (Skukla, 2016). Le nombre de composés
d’origine marine récemment découverts est particulicrement élevé. En 2016, par exemple,
1277 nouveaux produits naturels aux applications biomédicales prometteuses ont été décrits.
Parmi eux, les champignons marins ont produit 36% de ces composés (Blunt et al., 2018), par
exemple, des médicaments comme la xestospongine C et plusieurs monoalides ont été
découverts chez des animaux marins tels que les éponges (Miyamoto et al., 2000 ; Stowe et

al., 2011).

Ce manuscrit est articulé autour de cinq sections principales. Il s’ouvre sur des
généralités qui situe le contexte scientifique du sujet, souligne ses enjeux et précise les
objectifs de 1’¢tude. Le chapitre dédi¢ au matériel et méthodes détaille les approches
expérimentales mises en ceuvre pour l’isolement des champignons et les actinomycetes,
I’évaluation de leurs activités antimicrobienne et déterminer leurs concentrations minimales
inhibitrice et bactéricide/fongicide. Le deuxieme chapitre est consacré a la présentation, a
I’analyse et a la discussion critique des résultats obtenus. L’ouvrage se conclut par une
conclusion générale accompagnée de perspectives pour recherches futures.

Dans cette étude, on s’est fixé sur la flore microbienne associ¢es a I’éponge Chondrosia
reniformis collectée de la plage de Honaine, Tlemcen :
v'L’isolement des souches fongiques et actinomycétales a partir des échantillons de
I’éponge rognon prélevées.
v'Evaluer I’activité antimicrobienne des isolats.

v'Détermination de la concentration minimale inhibitrice et bactéricide/fongicide.
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Généralités

Les océans recouvrent plus de 70 % de la surface terrestre et abritent environ 80 % de la
biomasse végétale et animale mondiale. Cette immense étendue d’eau salée représente un
réservoir inestimable de métabolites aux structures uniques, ainsi que d'autres ressources
biologiques issues d'organismes vivants ou morts. A ce jour, environ 10 000 métabolites ont
été isolés a partir d'une grande diversité d'organismes marins. Parmi ceux-ci, 37 %
proviennent des éponges, 21 % des cnidaires, 18 % des micro-organismes, 9 % des algues, 6
% des échinodermes, 5 % des tuniciers, 2 % des mollusques et 1 % des bryozoaires (Maloy
Kumar et al., 2007). Si les écosystémes terrestres ont historiquement constitué une source
principale de molécules bioactives (Adpressa & Loesgen, 2016), I’intérét scientifique s’est
récemment tourné vers les environnements marins, reconnus pour leur richesse en biodiversité
et en métabolites originaux. En 2016, 1277 nouveaux produits naturels marins aux
applications biomédicales prometteuses ont été décrits, dont 36 % étaient issus de
champignons marins (Blunt ez al., 2018). L’amélioration des métabolites secondaires issus
des ressources marines a ¢été un facteur clé pour une recherche intensive, en raison de leur

nature bioactive (Shruti, 2016).
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Figure 1 : Distribution des substances naturelles marines par Phylum (Blunt ez al., 2009)

La biotechnologie marine, aussi appelée biotechnologie bleue, désigne 1’utilisation des

ressources biologiques de I’océan a des fins industrielles, médicales ou environnementales.
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Elle peut étre définie comme une ¢re de pointe de la science et de la technologie qui se
concentre principalement sur les ressources marines pour soutenir les créatures vivantes. En
raison de la diversité écologique et environnementale de I’environnement marin, considéré
comme I’écosysteme le plus varié¢ chimiquement de la planéte, la biotechnologie marine est
aujourd’hui connue pour produire un nombre croissant de produits médicinaux essentiels,
d’outils industriels, environnementaux et d’applications pour diverses analyses de recherche
(Castro Fonsceca, 2023).

Les applications de la biotechnologie marine ne se limitent pas au domaine médical. Les
organismes marins utilisés dans les formulations cosmétiques offrent une diversité¢ de
molécules bioactives, telles que des agents anti-tyrosinase (acide kojique), anti-acnéiques
(sargafurane), photoprotecteurs (scytonémine, mycosporines), antioxydants et antirides
(astaxanthine, acides gras polyinsaturés) (Nimisha & Abhishek, 2024). D’un point de vue
environnemental, la biotechnologie bleue permet le recours a des micro-organismes marins
modifiés pour la bioremédiation, contribuant a la dépollution des milieux aquatiques et a la
régulation du climat. Les résidus d’extraction des éponges, comme C. reniformis, peuvent
aussi étre valorisés pour produire du collagéne marin, participant ainsi a une exploitation
durable et circulaire des ressources biologiques (Ilan et al., 2022 ; Pozzolini et al., 2014).

Tableau 1 : Médicaments dérivés d'organismes marins (ISAAA, 2016)

Produit Source Application
Cephalosporine Champignon (Cephalosporium) Antibiotique
Squalamine Requin épineux (Squalus acanthias) Antibiotique
Vidrabine/Ara-A Eponge des Caraibes (Zethya crypta) Antiviral
Cytrabine/Ara-C Eponge des Caraibes (Tethya crypta) Anticancéreux
Ziconotide Escargot marin (Conus magus, ou cone | Analgésique
magique)

Trabectédine Ascidie (Ecteinascidia turbinata) Anticancéreux
Eribuline mésylate Eponge marine (Halichondria okadai) | Anticancéreux

Parmi les organismes marins d’intérét, les éponges, appartenant a I’embranchement des
Poriferes, se distinguent par leur forte diversité taxonomique et leur vaste répartition
écologique. A I’heure actuelle, 9637 espéces valides sont répertoriées dans la Base de données

mondiale des Poriferes (Voogd et al., 2024). Ce chiffre est probablement sous-estimé, car de
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nombreuses especes cryptiques restent a découvrir. Les éponges sont formées de deux
couches cellulaires, I’endoderme et I’ectoderme, séparées par une substance gélatineuse
appelée mésoglée, dans laquelle se trouvent les spicules qui constituent leur squelette
(Quintin, 2009). La majorit¢ des éponges sont hétérotrophes, filtrant le carbone organique
dissous et particulaire a partir de la colonne d’eau, grace aux flagelles des choanocytes.
Toutefois, certaines espéces sont également capables de symbioses photosynthétiques et
deviennent partiellement autotrophes (Ma, 2022). Elles sont divisées en deux grands groupes
selon la nature de leur squelette (figure 3); les éponges siliceuses représentent trois
classes :les Demospongiae, a spicules siliceux et squelette de spongine, sont les plus
abondantes ; les Homoscleromorpha, auparavant incluses chez les Demospongiae, posseédent
un véritable épithélium ; les Hexactinellides, marines et profondes, présentent un squelette
siliceux complexe ; et les Calcaréa, uniquement marines, ont un squelette calcaire (Rayfield,

2023).
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Figure 2 : Répartition mondiale des éponges marines (Van Soest et al., 2012)

Class Hexactinellida

Silicea

Class Demospongiae

Class Homoscleromorpha

Class Calcarea




Généralités

Figure 3 : Schéma de la classification de phylum Porifera (Bottting & Muir, 2018)

La taxonomie des Porifera, est un domaine complexe car elle intégre des données
morphologiques et moléculaires pour classer ces organismes. Traditionnellement, les éponges
¢taient classées en fonction de leurs caractéristiques spiculaires (12. Taxon Group : Porifera
V1, 2023) mais des études récentes soulignent I'importance de 'analyse génétique pour une
classification précise (Turner et al., 2024), des techniques incluant I’empreinte ITS de
I’ARNTr, ont permis d’identifier des marqueurs moléculaires spécifiques et de clarifier les
taxonomies grace a 1’études phytogéographique des échantillons (Lopez et al., 2002).

L’espéce Chondrosia reniformis Nardo, 1847, appelée couramment « éponge rognon »,
est une démosponge atlanto-méditerranéenne remarquable par son absence de squelette
siliceux, remplacé par des particules minérales, et sa richesse en fibres de collagene (Bay-
Nouailhat & Bay-Nouailhat, 2020 ; Bonasoro et al., 2001). Elle se classe dans la classe des
Demospongiea. Elle se développe sur des substrats rocheux peu profonds, entre 0 et 50
metres, souvent dans des zones abritées faiblement éclairées, traduisant une adaptation a des
conditions benthiques spécifiques (Lazoski et al., 2001). Cette espéce constitue un modele
pour I’étude de composés bioactifs tels que la chondrosine, aux propriétés antitumorales, et
est utilisée comme bioindicateur des éléments traces dans les milieux cdtiers (Cebrian et al.,
2007 ; Perez et al., 2004 ; Pozzolini et al., 2012, 2015, 2016, 2018 ; Roveta et al., 2020 ;
Scarfi et al., 2020).

O Alkaloid

H Terpene/Steroid
O Protein/Peptides
O Polyketide

B Other
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Figure 4 : Répartition des brevets selon les molécules (Frenz et al., 2004).

Les éponges possédent une communauté microbiologique extrémement diversifiée,
incluant archées, champignons, microalgues et de nombreux phylums bactériens (Taylor et
al., 2007). Elles se démarquent comme des réservoirs exceptionnels de composés bioactifs
grace a leurs associations symbiotiques complexes avec divers micro-organismes (Mehub ez
al., 2014). Ces composés présentent une large gamme d’activités biologiques, telles que la
cytotoxicité, l’activité antimicrobienne, les effets anti-inflammatoires et antiparasitaires
(Proksch et al., 2002 ; Setyowati et al., 2016). Certaines éponges marines ont permis
I’isolement d’analogues de nucléosides ayant inspiré¢ le développement de médicaments
antiviraux comme le remdesivir utilis¢ contre la COVID-19 (Eastman et al., 2020 ; Laffoley
et al., 2020), soulignant I’importance croissante des ressources marines en biotechnologie
médicale (Chien et al., 2020).

Les champignons marins microscopiques se divisent en deux catégories selon leur

adaptation a I’environnement

. Les espéces obligatoires, qui ne peuvent croitre et se reproduire que dans les milieux

marins ou estuariens ;

. Les especes facultatives (98 %), issues de milieux terrestres ou d’eau douce, mais

capables de survivre et se développer en milieu marin.

Les recherches montrent que les métabolites secondaires produits par les champignons
associés aux éponges sont souvent plus nombreux et vari€s que ceux issus des bactéries
symbiotiques (Setyowati et al., 2018), renfor¢ant ainsi leur intérét en tant que sources
potentielles de nouveaux agents thérapeutiques (Takahashi ef al., 2024). Les genres
fongiques les plus étudiés comprennent Penicillium, Aspergillus et Fusarium, qui produisent
des composés tels que les polykétides, alcaloides, terpénoides, peptides et lipides.

Les actinomycetes marins jouent également un réle clé dans la synthése de composés
bioactifs aux propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales et anticancéreuses. Ils sont
a l’origine de médicaments tels que la vancomycine, la tétracycline ou 1’érythromycine, et
sont utilisés dans des domaines variés comme la production d’enzymes, la bioremédiation, la

biocorrosion et I’aquaculture (Mondal & Thomas, 2022).
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1 -Collecte des échantillons

Dans le cadre de ce travail, une compagne de collecte d’échantillons d’éponge marine
Chondrosia reniformis a ét¢ menée dans le port de Honaine, située dans la wilaya de Tlemcen.
Les prélévements ont été réalisés a une profondeur d’environ 7 metres a ’aide de plongées
sous-marines et de techniques adaptées afin de minimiser I’impact sur I’environnement marin.

La récolte a été fait le 15 février 2025 par Monsieur Hassi.

' Honaine

A0
Wwils

Wi

Figure 5 : Carte montrant le site d'échantillonnage (Honaine de Tlemcen) (Google maps).
2- Analyse des parameétres physiques et chimiques

Nous avons réalisé une analyse des parametres physico-chimiques de I’eau de mer au
niveau du site de collecte des éponges marines. Cette analyse a été¢ effectuée a ’aide de
différents appareils de mesure et de réactifs appropriés, dans le but d’évaluer les conditions
environnementales du milieu marin. Les paramétres mesurés faite deux fois pour la
confirmation des résultats incluaient notamment le pH, la salinité, la conductivité, le potentiel
redox, la teneur en oxygene dissous et les concentrations en nitrites.
Protocole test des Nitrites (Nitricol)

But : Mesurer la concentration en nitrites (NO[1[])
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Etapes :
1. Remplir un tube avec 10 ml d’échantillon.
2. Ajouter une pastille Nitricol, I’écraser et fermer.
3. Attendre 10 minutes pour le développement de la couleur.
4. Lire le résultat avec le photomeétre (mode Phot 24 pour mg/l N ou Phot 64 pour mg/l NOLJ).
5. Pour convertir de mg/l N en NOUI ], multiplier par 3.3.
Les échantillons d’éponges (figure 6), prélevés a 1’aide de lames stériles, ont été placés
dans des sacs en plastiques stériles avec de 1’eau de mer fraiche pour éviter toute exposition a

I”air, puis transportés au laboratoire, ou ils ont été stockés a une température de 4°C.

Figure 6 : Eponge C. reniformis (a): sous-marine ; (b): dans une boite de Pétri (photo

personnelle)

L’identification et la classification des éponges marines échantillonnées a été réalisée
par la spécialiste en Ecologie et I’environnement, Dr. Benguedda-Rahal Wacila au sein de
I’université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.

3- Isolement des champignons et les actinomycétes
3.1 Milieux de culture utilisés

Dans le but d’optimiser ’isolement du plus grand nombre possible de champignons et
des actinomyceétes associés a 1’éponge.

Trois milieux de cultures spécifiques, recommandés pour 1’isolement fongiques, ont été
utilisés :

*  Milieu Potato Dextrose Agar (PDA,,).

*  Milieu Czapek Dox Agar (CDA).

*  Milieu Malt Extract Agar (MEA).
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Quatre autres milieux pour I’isolement des actinomycétes :
*  Amidon Caséine Agar
*  (Gélose de Gause (GG).
* International Streptomyces Project medium 2 (ISP2).
*  Tryptic Soy Agar (TSA).

La composition de chaque milieu de culture est citée dans I’annexe.

Tous ces milieux sont préparés a base de 50% d’eau de mer et 50% d’eau distillée.

L’ajout de 1’acide lactique (25%) ou du rose bengal a raison de 1 a 1.5 mL par flacon
(=200 mL) empéche le développement des bactéries. De plus, le rose bengal ralentit la
croissance des moisissures a croissance rapide et donne plus de chance d’isoler les
moisissures a croissance lente.

Pour I’inhibition des champignons, tous les milieux utilisés dans cette étude
contiennent des antifongiques : le cycloheximide (50 ug/mL) (Belyagoubi, 2014) ou la
nystatine a une concentration de (50 pg/mL) sont les antifongiques les plus utilisés comme
additifs dans les milieux d’isolements des actinomycétes (Dulaney et al., 1955 ; Porter et
al., 1960) et I’acide nalidixique (10pg/mL) (Aouar, 2006).

3.1.1 Préparation de la solution meére

Les échantillons des éponges ont €té€ coupé€s en petits morceaux avec un ciseau stérile.

La solution meére a été préparée par un broyage de 10 g des morceaux de 1’échantillon
avec 90 ml d’eau de mer avec un hachoir électrique.
3.1.2 Préparation des dilutions et ensemencement

Aprés homogénéisation au vortex, on a fait deux dilutions (10™ et 107%) a partir de la
solution mere. Puis dans des milieux de culture pré-coulés dans des boites de Pétri, on a
ensemencé 1 mL de chaque dilution par étalement a 1’aide de pipette Pasteur. Apres les boites
sont incubées a 25°C pendant 5 a 7 jours.
4- Purification des isolats

Les colonies des champignons sélectionnés sont purifiées par une série de repiquages
successifs sur milieu PDAac. Afin d’obtenir des cultures pures. A I’aide d’une pipette Pasteur
stérile, un inoculum est prélevé a partir des colonies présentes sur le milieu d’isolement. Cet
inoculum est ensuite ensemencé par €puisement, sous forme de stries, sur le méme type de
milieu. Cette opération est répétée plusieurs fois jusqu’a 1’obtention de cultures pures. Apres

chaque repiquage, la pureté des isolats est vérifiée par des examens microscopiques directs.

10
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5-Observation microscopique
L’identification des colonies de champignons débute par 1’observation de leurs

caractéristiques macroscopiques, telles que la forme, la couleur, la texture et le relief. Cette
premicre étape est suivie d’une analyse microscopique directe au microscope optique, aux
grossissements %10, x40 et X100, afin d’observer les structures fongiques (hyphes, spores,
conidiophores, etc.). Une coloration simple au bleu de coton (Shetty et al., 2019) est utilisée
pour améliorer le contraste et faciliter I’observation des éléments structuraux
6-Conservation des isolats

Afin de conserver les souches obtenues pour d’autres utilisations on a ensemencé dans
une gélose (PDA,.) inclinée dans des tubes par stries (des mouvements de zigzag) de bas en
haut a I’aide d’une pipette pasteur. Avec deux répétitions de chaque souche. Puis incubés a
25°C pendant 12 jours. Apres les conservés a une température de 4°C.
7 Préparation des extraits fongiques

On a préparé le milieu PDB (Potato Dextrose Broth) et dans chaque flacon stérile on a
mis 50 mL du milieu, puis on y a inoculé les champignons isolés. L'incubation a été effectuée
pendant 7 jours a 25 °C. Apres incubation, la culture a été filtrée a 1’aide d’un papier filtre
stérile afin d’¢éliminer les mycéliums, et le filtrat a été récupéré pour les tests ultérieurs.
8- Evaluation de P’activité antibactérienne
8.1 Préparation de ’inoculum
8.1.1 Les souches testées

Pour la mise en évidence de 1’activité antimicrobienne des isolats, on a utilisé des

souches de référence ATCC qui sont mentionnés dans le tableau ci-dessous :

11
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Tableau 2 : Les souches bactériennes de référence ATCC

Microorganismes Gram Code
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Bacillus subtillus Positif ATCC 6633
Psedomonas aerugenosa ATCC 27853
Bactéries Escherichia coli TEM o ATCC 35218
Négatif
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Levure Candida albicans ATCC 10231

ATCC : American Type Culture Collection
8.1.2 Les milieux de cultures

Les suspensions sont préparées a partir d’une culture jeune de 18/24h a 37°C pour les
bactéries et 48h a 30 °C pour la levure dans les bouillons (BMH pour les bactéries et BS pour
la levure) pour garantir la croissance.

Aprées un ajustement des densités optiques de chaque suspension a été fait a 1’aide d’un
colorimétre réglé a 10° UFC/ml pour les bactéries (D.O ~0.08 4 0.1 / A 620 nm) et 10° UFC
/ml pour la levure (D.O =0.08 a 0.1 / A620 nm).

Les suspensions préparées et ajustées sont ensemencées avec un écouvillon stérile sur la
surface du milieu gélosé¢ (MH pour les bactéries et Sabouraud pour la levure) (Rahal ef al.,
2008 ; Vitali et al., 2016).

8.2 Ensemencement

Les boites de Pétri sont préparées avec une épaisseur de gélose de 4 mm

o Un écouvillon stérile est immergé dans le tube contenant la suspension bactérienne /
levure, puis essoré en le pressant fermement contre la paroi interne du tube tout en le
faisant tourner, afin de réduire au maximum la charge bactérienne excédentaire.

o L’ensemencement s’effectue en frottant 1’écouvillon sur I’ensemble de la surface de la
gélose, en réalisant des stries serrées de haut en bas. Cette opération est répétée deux
fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, tout en faisant pivoter 1’écouvillon sur

[ui-méme.
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o L’ensemencement est complété en passant I’écouvillon sur le pourtour de la gélose. Il

est important de recharger 1’écouvillon dans la suspension bactérienne pour chaque

boite de Pétri a ensemencer (Rahal et al., 2008).
8.3 Technique des cylindres d’agar pour évaluer ’activité antimicrobienne en milieu
solide

A P’aide d’une pipette Pasteur on a fait des puits dans les boites contenantes les
souches isolés et les déposés a la surface des boites MH et Sabouraud ensemencées par les
souches tests. Les antibiotiques (des disques d’ampicilline (10ug) et amoxicilline (25ug)) ont
été utilisés comme des contrdles positifs pour les bactéries et des disques de la nystatine (100
ug) pour Candida) a tester sera déposé par-dessus (Benmahieddine ez al., 2021). Les boites
sont placées a 4°C pendant 2 heures pour ralentir la croissance microbienne (Kitouni, 2007).
Puis incubées a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 37°C pendant 48 h pour les
Candida. Aprés une mesure des zones d’inhibitions formées autour les cylindres déposés,
avec une regle graduée sur le fond de la boite sans enlever le couvercle (Belyagoubi-
Benhammou et al., 2019).
8.4 Technique des puits en gélose pour évaluer P’activité antimicrobienne en milieu
liquide

L’activité antimicrobienne des champignons isolés a été évaluée par la méthode des
puits en gélose, en utilisant leur suspension préparée en milieu liquide. Apres
l'ensemencement des boites de Pétri coulés par les souches testées des puits d'environ 6 mm
de diameétre été réalisés a l'aide d'un emporte- piéce stérile dans le milieu. Chaque puits a été
rempli avec 100uL de I’extrait préparer lors la conservation des isolats. Apres une incubation
a 37°C pendant 24 h.

9 -Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Pour la réalisation de la technique de micro dilution en milieu liquide afin de déterminer
la concentration minimale inhibitrice (CMI), tous les puits de la microplaque ont été
préalablement remplis avec 100 pL de bouillon Miiller Hinton pour les bactéries testés et
Sabouraud pour la levure. Seuls les champignons ayant montré une activité antimicrobienne
ont ét¢ sélectionnés pour le test. Tout d’abord, pour chaque extrait ; nous pesons 100 uL de
I’extrait dans les puits 2 et 3. Aprés homogénéisation du contenu du puits 3, une série de
dilutions successives a ¢té effectuée en transférant 100 uLL du puits 3 vers le puits 4, puis du
puits 4 vers le puits 5, et ainsi de suite jusqu’au puits 24 (Swebocki, 2023) (Belanger &
Hancock, 2021) a la fin, 100 pL ont été éliminés du dernier puits pour maintenir un volume

constant dans chaque puits. Ensuite, on met 100 pL de la suspension bactérienne/fongique
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dans les puits lpuis 3 a 24 pour obtenir un volume final de 200uL. Finalement, les
microplaques ont été incubée pendant 24 heures a 37°C avant la lecture des résultats (Lin et

al., 2014).

10 -Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)/fongicide (CMF)

Pour la détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)/fongicide
(CMF), deux milieux de culture ont été utilisés en fonction du type de micro-organisme : le
milieu Mueller-Hinton (MH) pour les bactéries et le milieu Sabouraud (SAB) pour les
levures. Chaque boite de Pétri a été divisée en quatre quadrants afin de faciliter I’organisation
et la comparaison des résultats. Un volume de 10 pL de chaque concentration testée prélevée
des microplaques qui ont marqué une activité inhibitrice a été déposé dans les puits d’une
plaque de micro dilution. Par la suite, les milieux solides ont été ensemencés a ’aide d’une
pipette Pasteur stérile contenant I’inoculum correspondant. Aprés une incubation a 37°C
pendant 24 heures

Cette méthode permet d’observer la croissance résiduelle des micro-organismes et ainsi
de déterminer la concentration la plus faible capable d’éliminer totalement 1’agent pathogéne

testé.
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Chapitre 11 Résultats et discussion

1- Parametres physiques et chimiques

> Le pH mesuré indique un milieu légérement basique, ce qui est typique des eaux marines.
La valeur reste bien dans les normes recommandées (6.5 — 8.5) pour la vie aquatique.

> Les valeurs du potentiel d’oxydoréduction sont négatives, indiquant un milieu réducteur.
Cela peut étre associé a la présence de matiere organique ou a une activité bactérienne intense.
> La salinité est Iégérement supérieure a la moyenne des océans (35 PSU), ce qui est normal
pour une mer semi-fermée comme la Méditerranée.

> La conductivité est proportionnelle a la salinité, et ici la valeur est cohérente avec une eau
marine salée. Elle reste dans I’intervalle attendu pour les eaux de mer.

La faible variation entre les deux mesures (57.4 et 57.3) confirme la fiabilité du résultat.

> La concentration en oxygene dissous est acceptable, bien qu’elle soit légérement inférieure
a la saturation optimale (80—-100%).

Une saturation de 67.2 % indique un milieu modérément oxygéné, ce qui est souvent observé
dans des eaux marines profondes ou peu brassées.

La valeur reste toutefois compatible avec la vie aquatique normale.

> [’absence de nitrites est un bon indicateur de qualit¢ de 1’eau, car ces composés sont
toxiques pour les organismes aquatiques méme a faibles concentrations.

Leur absence signifie que le cycle de ’azote est probablement bien équilibré (bonne
nitrification).

Tableau 3 : Parametres physiques et chimiques de la mer algérienne, Honaine.

Les paramétres Résultat
pH 7.99+0.07
Redox -53,40+0,85 mV
Salinité 37,754+0,07
Conductivité 57,35+0,07
0, 67.2 %

6.89 mg/l
Nitrite 0+0
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2 -Isolement des champignons et les actinomycétes

L’analyse de I’histogramme présenté dans la figure 7, illustre le nombre de souches
fongiques et actinomycetes isolées a partir de chaque milieu de culture, met clairement en
¢vidence une prédominance des champignons ; neuf souches fongiques (MS02 jusqu’a MS08
et MS10 du genre Penicillium et MS09 de genre Trichoderma), notamment sur le milieu
PDA,. avec quatre (4) souches sur un total de neuf (9) fongiques. Ce résultat suggere que le
milieu PDA,. offre des conditions particulierement favorables a la croissance des
champignons associés aux €éponges marines, en cohérence avec les observations de Sibero et
al., (2019) qui ont isolés huit (8) souches fongiques associées aux éponges marines collectées
a partir d’Indonésie. Le milieu MEA arrive en seconde position avec deux (2) souches isolées,
ce qui peut étre attribué a sa composition riche en extrait de malt, source importante de sucres,
vitamines et acides aminés, essentiels a la croissance fongique ce qui prouvé dans les travaux
de (Sibero et al., 2017 ; Zainuddin et al., 2021). Trianto et al (2018) ont isolés a partir de
dix-neuf (19) especes d’éponge collectées de 1’Indonésie, trente-trois (33) souches fongiques
sur le milieu MEA. En revanche, les milieux TSA, ISP2 et Gause n’ont permis 1’isolement
que d’une seule souche chacun, ce qui refléte leur faible sélectivité pour les champignons, ces
milieux étant initialement formulés pour I’isolement des actinomycetes. Notons enfin que le
milieu minérale CDA, bien qu’inclus dans I’expérimentation, n’a donné lieu a aucune
croissance fongique, probablement en raison de sa source d’azote minérale (NaNO[]), peu
assimilable par les champignons marins qui préférent généralement des sources organiques
telles que la peptone.

L’absence d’isolement des actinomycetes pourrait étre attribuée a des conditions de
culture non optimales. En effet, des études ont montré que ces bactéries exigent des milieux
spécifiques, notamment le Starch Casein Agar (SCA), qui s’est révélé plus efficace que les
milieux Actinomycetes Isolation Agar (AIA) et Kuster's Agar (KUA) (Bukhari et al., 2013).
Par ailleurs, elles nécessitent des parameétres environnementaux précis : un pH neutre a
légerement alcalin (~7-8) (Bukhari ef al., 2013), une température de 25°C a 30°C, certaines
souches pouvant supporter jusqu’a 37°C (Hamid et al., 2015 ; Kim et al., 2014), ainsi qu’une
salinité variable entre 3 % et 40 % de NaCl, selon la souche (Bukhari et al., 2013 ; Hamid et
al., 2015). De plus, un temps d’incubation compris entre 4 et 10 jours est recommandé pour

assurer a la fois la croissance et la production de métabolites (Bukhari et al., 2013).
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Figure 7 : Nombre de souches des champignons et des actinomycetes isolés a partir de
chaque milieu de culture.
3-Essaie d’identification
3-1 Macroscopique

Ces images dans la figure 8 montrent une diversité morphologique remarquable des
champignons cultivés sur différents milieux nutritifs, mettant en évidence une grande variété
de formes, de couleurs et de textures. On observe tout d’abord une différence nette dans la
couleur des colonies : la premiere image montre une colonie isolée, de couleur vert foncé avec
un halo blanc, tandis que les deuxiéme et troisicme image révelent un développement
fongique dense, de teinte verdatre, couvrant presque toute la surface des boites. La texture
varie également d’une colonie a I’autre : certaines apparaissent duveteuses ou cotonneuses,
d’autres ont un aspect poudreux ou granuleux. On remarque en outre une diversité dans la
taille et la forme des colonies, allant de formations circulaires bien délimitées a des colonies
irrégulieres aux contours flous. Certaines colonies présentent des zones concentriques ou des
variations internes de couleur, ce qui peut indiquer différentes phases de croissance ou une
interaction avec le substrat. Cette diversit¢ morphologique traduit la variété des especes
fongiques en présence ainsi que ’influence des conditions de culture (milieu, température,
humidité). Elle constitue un critére essentiel pour I’identification des champignons en
microbiologie.

Cette diversité peut indiquer la présence des souches de genre Penicillium et Trichoderma
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Figure 8 : Observation macroscopique des isolats (a) : MSO08, (b) : MSO05, (c) : MS04, (d) :
MS10.

3-2 Microscopique

Pour I’identification des souches fongiques isolées, nous avons eu recours a la technique
du scotch. Cette méthode consiste a prélever délicatement une partie du mycélium et des
spores a I’aide d’un ruban adhésif transparent, puis a le déposer sur une lame de microscope
contenant une goutte de colorant bleu de coton. Cette préparation a ensuite été observée au
microscope optique afin d’examiner les caractéristiques morphologiques des champignons, ce
qui a permis une identification préliminaire des especes.
A D’observation microscopique, on distingue des hyphes septés et filamenteux, ainsi que des
filaments mycéliens ramifiés typiques des champignons filamenteux. On observe également
des conidiophores courts et dressés, terminés par des structures ramifiées en forme de balai,
portant des phialides en forme de bouteille. Ces derniéres supportent des conidies rondes a
ovales, souvent en chaines. L’aspect en balai, la coloration bleutée et la disposition des

conidies sont caractéristiques du genre Penicillium (Barnett et al., 1972 ; Botton et al.,

1990).
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Figure 9 : Observation microscopique d'une souche de Penicillium MS02(x40).

5 -L’activité antimicrobienne

L’analyse de I’activité antimicrobienne des champignons isolés présentée dans le
tableau 4 a révélé que seuls deux isolats, MS08 et MS09, étaient capables d’inhiber la
croissance des micro-organismes testés. L’isolat MS08 a démontré une double activité, a la
fois antibactérienne contre Bacillus subtilis et antifongique contre C. albicans, tandis que
I’isolat MS09 n’a montré qu’une activité antibactérienne contre B. subtilis.

Ces résultats, bien que limités en nombre d’isolats actifs, sont cohérents avec des
études antérieures soulignant le potentiel des champignons marins associés aux éponges en
tant que source de composés antimicrobiens. Par exemple, Handayani et al., (2015) ont isolé
25 champignons endophytes a partir d’Haliclona fascigera, dont seulement 8 ont montré une
activité antibactérienne, et un seul contre C. albicans. De méme, les travaux de Samirana et
al., (2023) sur Trichoderma reesei ont identifié trois composés aux propriétés
antimicrobiennes, mais 1’activité n’était pas généralisée a tous les isolats testés.

Ainsi, le faible nombre d’isolats actifs observé dans cette étude n’est pas surprenant
et renforce 1’idée que seuls certains champignons marins produisent des métabolites
secondaires bioactifs dans des conditions spécifiques. Le profil d’activité de I’isolat MSOS,
efficace a la fois contre une bactérie Gram positive et un champignon pathogeéne, est

particuliérement prometteur et mérite une caractérisation plus approfondie de ses métabolites.
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Par ailleurs, la capacité de ces isolats a agir contre B. subtilis et C. albicans est en
accord avec les observations faites sur Aspergillus nidulans et d’autres genres marins dans la
littérature (Anh et al., 2023 ; Kasitowati et al., 2019), soulignant le potentiel thérapeutique

de ces micro-organismes dans la lutte contre les agents pathogénes résistants.

20




Chapitre |1

Résultats et discussion

Tableau 4 : Activité antimicrobienne vis-a-vis les souches testées

Les

testées

souches

S. aureus

B. subtillus

P. aeurugenosa

E. coli

K. pneumoniae

C. albicans

MS02

MSO03

MS04

MSO05

MSO06

MSO07

MSO08

10 mm

MS09

18 mm

MS10

AMP

06

19 mm

22

06

06

NR

AMX

34 mm

09

06

NR

NYS

NR

NR

NR

NR

NR

25 mm

AMP : Ampicilline ; AMX : Amoxicilline ; (-) : Diametre de la zone d’inhibition = 0 mm ; NR :

Remarque : Concernant la méthode des puits aucun résultat positif a été marqué.

Non réalisé
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Figure 10 : Effet de deux souches sur B. subtilis et C. albicans.

6- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits des souches fongiques MS8 et
MS9, isolées a partir d'éponges marines, ont montré une activité antimicrobienne importante.
Afin de quantifier cette activité, la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été déterminée
pour chacun des extraits. Les résultats, présentés dans le tableau ci-dessous, révelent des

différences notables en fonction de la souche testée et du micro-organisme cible.
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Figure 11 : Concentration minimale inhibitrice des isolats des champignons
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Tableau 4 : Concentration minimale inhibitrice des extraits contre les souches pathogénes

(LL/1000uL)
Les souches | 8. aureus | E. coli | B. subtilis | P. aeurugenosa | K. C.
Les extraits pneumoniae albicans
Extrait 1 >187.5 >125 > 125 > 250 > 250 > 46.87
Extrait 2 > 250 >125 >125 > 250 >178.12 > 250

Le tableau 5 présente les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits testés
contre différentes souches pathogenes. Il convient de noter que la concentration maximale
testée était de 250 nL/1000 pL, soit 25 % (v/v), correspondant au volume du premier puits
dans la microplaque. Cette limite méthodologique doit étre considérée dans I’interprétation,
car une absence d’effet inhibiteur peut résulter d’une concentration insuffisante plutdt que
d’un manque d’activité.

*Activité antifongique

Dextrait 1 a montré une activité modérée contre C. albicans, avec une CMI estimée a > 46,87
pL, tandis que I’extrait 2 n’a pas présenté d’activité significative contre cette levure. Cette
différence pourrait étre attribuée a la présence, dans I’extrait 1, de composés antifongiques
spécifiques. Ces observations rejoignent celles de Anh et al. (2023), qui ont isol¢ des
depsidones et des peptides macrocycliques a partir d’Aspergillus nidulans, montrant des CMI
faibles (2-4 pg/mL) contre C. albicans, soulignant le potentiel antifongique de certains
métabolites secondaires produits par des champignons marins.

De méme, Kasitowati er al. (2019) ont mis en évidence une forte activité antifongique de
champignons associés a des éponges marines, notamment Fascaplysinopsis sp., contre C.
albicans et Aspergillus flavus.

*Activité antibactérienne

Concernant les souches bactériennes (S. aureus, E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa et K.
pneumoniae), la majorité des CMI observées sont supérieures a 125 pL, voire a 250 pL dans
plusieurs cas. Cela suggere une faible activité antibactérienne dans les conditions testées. Les
souches P. aeruginosa et K. pneumoniae apparaissent particulicrement résistantes aux extraits
bruts, avec des CMI > 250 puL pour Dl’extrait 1, ce qui refléte leur profil connu de

multirésistance (Handayani et al., 2022 ; Kumar, 2022).
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L’extrait 2 semble présenter une activité légérement supérieure sur K. pneumoniae, avec une
CMI estimée a > 78,12 pL, mais reste globalement peu efficace contre I’ensemble des
bactéries testées. Cette observation s’aligne avec les résultats de Bovio et al. (2019), qui ont
rapporté que certains extraits de champignons associés a des éponges présentaient une activité
sélective, surtout contre les bactéries Gram positives, avec des CMI allant de 4 a 64 pg/mL.
Par ailleurs, les travaux de Thi et al. (2023) ont montré que parmi 22 souches fongiques
marines isolées, 20 présentaient une activité antibactérienne, mais seulement quelques-unes
affichaient des CMI comparables ou inférieures a celles des témoins positifs, ce qui refléte
¢galement la variabilité observée dans la présente étude.

7- Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)/ fongicide (CMF)

Les résultats ont montré une croissance bactérienne dans toutes les concentrations
testées, traduisant I’absence d’un effet bactéricide. Ainsi, aucune activité antimicrobienne (ni
fongicide ni bactéricide) n’a été observée pour les concentrations testées de ces deux souches
contre les bactéries et la levure ciblées. Contrairement a (Bovio et al., 2019) qui ont trouvés
un effet bactéricide notable de six composés parmi dix dérivés des champignons associées aux
éponges Grantia compressa collectées de I’Irlande contre des bactéries a Gram positif.
L’absence d’activité dans notre étude pourrait étre liée a la nature des souches fongiques

1solées.

2025/16/4 09:37

2025/6/4 09:39

Figure 12 : Concentration minimale bactéricide des isolats des champignons.

A : contre K. pneumoniae B : contre C. albicans
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Conclusion

Face a Dl’augmentation alarmante de la résistance des agents pathogenes aux
antimicrobiens conventionnels, I’exploration de nouvelles sources de molécules bioactives est
devenue une priorité en santé publique. Les organismes marins, notamment les éponges,
représentent des habitats propices au développement de microorganismes producteurs de
métabolites secondaires a fort potentiel thérapeutique.

Dans cette étude, des échantillons de 1’éponge marine C. reniformis, collectés sur la
cote de Honaine (région de Tlemcen, Algérie), ont permis I’isolement de neuf souches
fongiques. L'identification morphologique a révélé que huit d'entre elles appartiennent au
genre Penicillium et une au genre Trichoderma. 11 est bien établi que les moisissures, et plus
particulierement le genre Penicillium, sont des producteurs majeurs de métabolites bioactifs,
dont plusieurs antibiotiques d’usage courant.

Les tests d’activité antimicrobienne ont montré que deux de ces souches possedent une
activité importante contre B. subtilis et C. albicans avec des zones d’inhibition entre 10mm a
18mm. Les déterminations des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et
bactéricide/fongicide (CMB/CMF) pour ’extrait 01 sont supérieure a 46.87ul./1000uL contre
C. albicans et pour ’extrait 02 supérieure a 78.12uL/1000uL contre K. pneumoniae et
supérieure a 125uL/1000pnL contre E. coli et B. subtilis pour les deux extraits, ces résultats ont
permis de confirmer cette efficacité.

Pour approfondir ces résultats prometteurs, 1’identification moléculaire des souches
isolées s’impose, notamment par le séquengage Internal Transcribed Spacer (ITS) pour les
champignons. La purification et la caractérisation des métabolites actifs, a 1’aide de
techniques telles que la chromatographie ou la spectrométrie de masse, permettront
d’identifier précisément les composés bioactifs. Un criblage élargi contre d’autres pathogenes,
ainsi qu’une production a plus grande échelle, ouvriront la voie a des applications concretes
dans les domaines médicaux, cosmétique et agricole. Enfin, la préservation et I’exploration
durable de la biodiversit¢ marine algérienne restent essentielles pour valoriser ces ressources

uniques.
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Annexe

% Dextrose Agar (PDA) :

Pommedeterre...........ooooeiiiiiiiiiiiiin., 200g
Saccharose.........oovviiiiiiiiiiiiiiiii e, 10g
AGar-agar.......c.oviii 15¢g
Eau distillée+ Eaude mer........................... 1L
% Czapek Dox Agar (CDA) :
Saccharose........coovvviiiiiiiiiii e, 3g
NaNOs. o, 30¢g
KHoPOg. oo, I,5¢g
MESO4. i, 0,5¢g
KOl 0,5¢g
FeSOy .o i, 0,0l g
Agar-aZar.....oiiie i I5¢g
Eau distillée+ Eaudemer........................... 1L
% Malt Extract Agar (MEA) :
Extraitde malt..................c 20g
Peptone........cooviviiiii lg
GluCOSE....vviiie e 20g
AQar-agar......oouiiii i 15¢
Eau distillée+ Eaudemer ......................... 1L
¢ Potato Dextrose Broth (PDB) :
Pommedeterre..............coooiiiiiiii 200g
Saccharose........cooeoeviiiiiiiiiiiiiiii 20g
Peptone.......coooiiiiiii lg
Eaudistillée............ooooiiiiii 1L
% Amidon Caséine Agar (M2) :
Amidon........oooviiiiiii 10g
Caséine........oovivniiiii i 03¢g
KINO 3. e 2g
NaCloooi e 2g
KHoPO4g. oo 2¢g
MESOy4. .o 0,05¢
CaCO3. i 0,02 g
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FeSOu.uuii 0,01¢g
AGar-agar........ooiiiiiii I5¢g
Eau distillée+ Eaude mer........................... 1L
PH o 7,4
% Gélose de Gause :
Amidon........oooviiiiiiiii 20g
KINO S e lg
NaCl.ooo s 0,5¢g
MESOs e 05¢g
KHoPOg. oo, 0,5¢g
FeSOu4. ., 0,01 g
Agar-agar........ooiiiiii 15¢
Eau distillée+ Eaude mer........................... 1L
PH o 7,4

» International Streptomyces Project medium 2 (ISP2) :

Extraitde levure.................ooi, 4¢
Extraitde malt................... 10g
GIUCOSE. .o 4¢g
Agar-agar......ooiiiii i I5¢g
Eau distillée+ Eaudemer......................... 1L
PH (o 7,3
% Tryptic Soy Agar (TSA) :
Peptone de caséine trypsinée...................... I5¢g
Peptone de soja.........c.cooeviiiiiiiiiiiiiiii. 5¢g
NaCluooiiii 5¢g
Glucose
Aar-agar.......oviiiit e I5g
Eau distillée+ Eaude mer.....................oo. 1L
% Bouillon Mueller Hinton :

Poudre de Mueller Hinton........................ 69¢g

Eaudistillée............c.oooi . 300 ml

PH o 7,4
% Bouillon Sabouraud :

Peptone de gélatine..................cooeiiiiiin. lg
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GlUCOSE. ... 4¢g
Eaudistillée..........c.oooiiiiiiiiii, 100 ml
PH o 5,6
% Gélose Mueller Hinton :
Poudre de Mueller Hinton......................... 69 g
AGar-agar........ooiiiiiiiii e Slg
Eaudistillée..........cooooiiiiiiii 3L
PH. . 7,4
% Gélose Sabouraud :
Poudre de Sabouraud ....................oll 65¢g
Eaudistillée..........coooooiiiiiiii, 1L
PH 5,6
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Tableau 5 : Les résultats des paramétres physiques et chimiques

Les paramétres

Le résultats

pH 7.94
8.04
Redox -54 mV
-52.8 mV
Salinité 37.7
37.8
Conductivité 57.4 mS/cm
57.3 mS/cm
0)) 67.2 %
6.89 mg/l
Nitrite 0
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