REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE ABOU BAKR BELKAID-TLEMCEN a 1o A J

ACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE, DES SCIENCE
DE LA TERRE ET DE L’UNIVERS

DEPARTEMENT DE BIOLOGIE
Laboratoire des Produits Naturels
LAPRONA
MEMOIREDE FIN D’ETUDE

En vue de I’obtention du Diplome de Master en Biologie

Option
Microbiologie
Par

¥ M®*DAHMANI Hanane 1L

ap AP
ARAY
(4 ‘\'ﬁ‘ < Intitulé ) f | Y
) o)
\pr Efude du pouvoir antimicrobien des extraits bruts de 'algue \NLis
j 2 Cystoseirastrictade la cote ouest algérienne (plage de Madrid) \3‘
M )

Soutenu le : 23 /06/ 2014 devant le jury composé de :

M™ BENGUEDDA W. Maitre de conférences a 1’Université de Tlemcen  Présidente
M"REBIAHI S.A. Maitre de conférences a 1’Université de Tlemcen Examinateur

(¥ MT™BELYAGOUBI N. Maitre de conférences a 1’Université de Tlemcen Examinatrice €

I

M"BELYAGOUBIL. Maitre assistant a 1’Université de Tlemcen Encadreur

Année Universitaire : 2013-2014




REIEMFRCTFMFNTS

Je remercte tous d abord Dieu qui ma donné la force et [le courage
pour réaliser ce travail.

Je tien d exprimer lous mes remerciements a ma mere gui avait
souhiaite me voir microtiologiste et qui m a assiste pour continier mes
etudes.

A mes saurs Hadajer et Nouria
A mon chere freve Jbratiim
A mon binome GFZZFN Abdelajelil

A mes amifes) . Asma , Fouzia , Mbarka ,Amina, Samia , Nassima ,
Fatima, Asma, Maroi , Houda , Zahira , (hahira , Zakhia ,Nessrine
JNouria , Houaria ,Assia , Bourmania et BelkAir.

A tous ceux qui ont contribue de pres ou de loin a [elaboration de ce
memorre.

DAHMANT Harnane



Remercreniernt

Ce travail de recherche a été effectué au Laboratoire des Produits Naturels (LAPRONA)
du département de Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, des Sciences de la
Terre et de I'Univers, de ['Université Abou BAKR BELKAID-TLEMCEN, sous la Abou
Bekr belkaid-Tlemcen.

En premier, je désire adresser tous mes remerciements au tout puissant DIEU ALLAH

qui ma donné la volonteé et le courage pour avoir réalisé ce travail.

Mes sinceres remerciements sont adressés a monsieur BELYAGOUBI Larbi, Maitre
assistant au département de Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et
Sciences de la Terre et de [’Univers, Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen encadreur de
mon mémoire pour ces encouragements, ces conseils tous au long de la réalisation de ce

travail.
Mes sincéres remerciements sont adressés :

A mademoiselle BENMAHJOUB Mariam et a mademoiselle ISSAOUI Ghania
,Doctorantes en Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la
Terre et de I’Univers, Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen pour leurs amitié et pour leur
aide et soutien et leur présence précieuses a un moment sensible du déroulement de mon

mémoire .
Je tiens particuliérement a remercier :

Madame BENGUEDA Wassila., Maitre de Conférences au département d’Ecologie,
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la Terre et de [’Univers,

Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen m avoir fait honneur de présider ce jury.

Monsieur REBIAHI S.A., Maitre de Conférences au departement de Biologie, Faculté
des Sciences de la Nature et de | la Vie et Sciences de la Terre et de 1’Univers, Université

Abou Bekr Belkaid Tlemcen d’avoir accepté d'examiner ce travail.

Madame BELYAGOUBI Née BENHAMMOU Nabila., Maitre de Conférences au
département de Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la
Terre et de I’Univers, Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen d’avoir accepté d’examiner et

de juger ce travail.



Mes remerciements sont adressent aussi & Monsieur TABET HELAL M. A., enseighant

chercheur au département de science de terre et de ['univers de Tlemcen. Pour ces conseils

leurs aides.

Je tien a remercier les membres du Laboratoire des Produits Naturels (LAPRONA),
Département de Biologie, Université de Tlemcen.

A tous ceux qui ont contribué de prés ou de loin a I’élaboration de ce mémoire.



SOMMAIRE

REIMEICIEIMENT. ...ttt bbb bbbt e b e b et b beebeeneenee e I
RESUIMIES ..ottt ettt e s et e b et e b e e st e Re e Rt e s e st et et e e beebeeRe e s e e st et et e nbeebeeneeneaneeneenes I
LiSte deS @DMEVIALIONS ......ccveiiiiiiiiecieieieie ettt sttt e reereene e e e neens i
LiSte deS tADIEAUX ....eovveeieiece e v
LISEE GBS FIGUIES ..ttt et et e st e et et e be et eeseesreeteeneennaeteannenreas \Y/
I ES (=l 0 Lo o] T (o1 PSSRSO Vil
L0001 T o PSP 02

Partie | : Recherche bibliographique

Chapitre | : Présentation de I’espéce algale

I. DETINITION GBS AIGUES......ecvieie ettt et e s b et e e se e s reenreennesreenne e 04
[1. Grands groupPes AES AIGUES ........cviieiiiriiiti ittt 04
L ULHHSALION &S AIGUES ... 05
IV. Position taxonomique de la famille des Sargassacees ..........cccovvvvveveerieiieeieereseese e, 06
IV.1. Description du genre CYSIOSEITA .......ccveiviiieiieeieiiesieesieeiesteeste e seeste e e sre e e aesneenne e, 07
IV.2. Présentation de I’espéce CyStOSEIra StrCTA........ccevvriririeiierieieere e, 07

I B oS0l ] o] [0 O TSSO PP U U OR PP PPPP 07

2. HADIAL. ... 08

3. CYCIE AE VI .t 08

4. ESPECE FEGIEMENTER ..ottt 09

V. Etude chimique du genre CYSTOSEITA .......c.cvuerveriiriiriieieieieie ettt 10

Chapitre 11 : Microorganismes

180T L804SR 14
I.Présentation de quelques eSpeces MICrODIENNES. .........cooeiiiiirieiic e 14
1. Klebsiella Pneumoniag ........ccoouviiiiiiiiccceee e e 14
2. ESCREIICNIA COlT. .o e 15
3. IMICIOCOCCUS TULBUS......eeueeeeiecieeie ettt sre et nneesneenaeeneennees 15
4. PSEUdOMONAS BEIUGINOSA. ... cvetetirteruiaseesieietestesiesbe st sseese e e e neesbesbesbesbesbesseeseeneeeennes 16
5. BACHTIUS CEIBUS ...ttt nae e 17
6. StAPNYIOCOCCUS QUIBUS .....ccuveeiieeiie ettt ettt e et eabeesneeene e 18
7. Candida @lDICANS.........cciieiiece e 18

[1. LS ANTIDIOTIQUES .....eveeeeet sttt b e bbbt 18



Partie 11 : Matériels et Méthodes

1. Zone d’€chantilloNNage.........c.uiiiiiiiiiiiiiiii ettt e e anes 21
I1. Récolte et préparation des Echantillons ...........cccov i 22
1. Extraction du produit @lgal.............coooiiiiiiiiie e 23
V. Etude de pouvoir antimiCroDIEN ...........cciiiiiiiiei e 24
IV.1. MiCroorganisSmes ULTTISES. ........ccveiuiiieiieieeie et e e ste e e ne e nneas 24
IV.2.CONSEIVAtioN A8S SOUCKNES. ........oiiiiiiiiiiiieiieieee ettt bbbt 24
1V.3.Confirmation deS SOUCKNES ........ccueiiiiiiieiieie ettt nrees 24

1. TeSt de 18 CAAlASE .......ccve et nne s 24

P Oo] (o] -1 o]0 o (-2 €] - 4 o SO URPRRR 25

IV.4. Réalisation de 1’antiblogramime. ...........cocveiiieiienieeiie i 25
IV.4.1. .Liste des antiDiotiques ULTTISES........cc.cvieieiiiii e 25

IV.4.2. MITIBUX ULITISES .....cveeeieeieiecies ettt 26
IV.4.3. Préparation de I'INOCUlUM .........cccoiiiiiiiiiiiic e 26

V. 4.4, ENSEMENCEIMENT. ..ottt ettt b e n e nne e e 26
IV.4.5. Application des diSques d’antibiotiqUeS..........cccerereriririieriene e, 26

IVV.5. Evaluation de I’activité antimiCrobIeNNEe. ...........ceevivreeeiiiiiieeeeiieee e e e e e 27
[V.5.1Préparation des EXIIAILS ..........ccccviiuiiiiiieie e 27
IV.5.2Milieux des CUITUIES ULTTISEES ........ccveieieieie e 27
IV.5.3Pré cultures des DACLENIES .........ccvieieeieiece e 27
IV.5.4.Méthode de diffusion sur agar (méthode des diSQUES)........cccerrrererereiereririennenns 27

Partie 111 : Résultats et discussion

1. Résultats de 1a coloration de Gram ..........ccocooeiiiiiieienere e 29
2. RESUITALS U TESE CALAIASE .......ceueeiieieee bbb 30
|.Résultats de I’antibioZramme ...........cccviviiieiiiiiiici s 30
[1.Résultats de 1’antifongiGramme .............couiireiiiiiiieie e 37
I1l. Résultats et discussion de la méthode de diffusion sur diSQUES .........cccceveriiiiiiininicieen, 37
(@0 0 0] 11 5] o] o SRS 37
Références bibliographiqUES ...........coviiiiiii i 38

YA Q1LY (TR 48



Liste des abréviations

°C: Degré Celsius

pl: Microlitre

ATCC: American Type Culture Collection.
BHB: Brain Heart Broth

D.O : densite optique.
DMSO : diméthyl sulfoxyde

g: Gramme

Gram- : Gram négatif
Gram+: Gram positif
H,0; : peroxyde d’hydrogéne.
HCI : acide chlorhydrique.
mg : Milligramme

MH : Mueller-Hinton

ml: Millilitre

O, : oxygene.

PM : poids moléculaire
trs/min : tours par minute.

UFC : Unité Formant de Colonie

V: Volume
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INTRODUCTION

Le milieu marin et les organismes qui ’habitent constituent une source infinie de
molécules actives a structure chimique originale (Smit, 2004). Ces composés sont synthétisés
par des voies métaboliques différentes de celles observées en milieu terrestre. Parmi les
organismes marins, les algues, qui sont le plus souvent fixées sur un substrat, ont élaboré des
défenses chimiques pour empécher leur colonisation par d’autres espéces, y compris les

microorganismes (Paul, 1987).

Ces algues occupent une place importante dans le milieu marin d’ou leur abondance et
leur accessibilité. Ce sont des organismes peu évolués, dépourvus d’armes de défense, qui
vivent dans des conditions environnementales et écologiques séveres (pression, salinité,
absence de lumiere, compétence inter et intra spécifique...). Ces facteurs poussent ces
organismes a produire des molécules de défense : ce sont les métabolites secondaires. Ces
derniers sont des molécules biologiquement actives et de grandes originalités structurales
Rinehart, 1992 ; Tringali, 1997). lls pourraient agir directement et ayant ainsi moins d’effets

secondaires (Stewart et al., 2003).

Dans ce contexte, nous avons étudié les pouvoirs antibactérien et antifongique des
extraits bruts acétonique et hexanique de I’algue brune Cystoseira stricta, une espéece

endémique de la Méditerrané qui été recolté de la cote ouest algérienne (la plage de Madrid).

Les extraits de douze mois allant du mois de Mars 2013 jusqu’au moi de Février 2014 ont
été testés contre six souches bactériennes potentiellement pathogénes (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Micrococcus luteus) et une levure Candida albicans.

Ce travail est partagé en trois parties :

» Une recherche bibliographique comprend des généralités sur 1’algue brune Cystoseira
stricta en appuyant sur la classification, la distribution, la reproduction et leur multiplication
dans le premier chapitre. En second chapitre, une présentation de différents microorganismes
testés durant notre expérience.

» Dans la deuxiéme partie, nous exposons les méthodes utilisees pour 1’évaluation de 1’effet
des extraits algaux sur des microorganismes pathogenes sélectionnés ;

> La troisieme partie relate ’interprétation et la discussion des résultats obtenus, suivie par

une conclusion.
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Partie I Chapitre I : Présentation de l'espece algale

I. Définition des algues

Les algues sont des vegétaux, ne possédant ni feuilles, ni tiges, ni racines. Leur corps est
un thalle, d'ou leur nom de thallophytes (Ibrahima, 1995). Elles ont des formes et des
dimensions trés variables. Certaines sont microscopiques et d’autres mesurent plusieurs
métres de longueur, mais elles ont toutes des caracteres communs. Elles sont essentiellement
aquatiques dans les eaux douces ou marines, et certaines vivent sur la neige ou la glace des
régions polaires et des hautes montagnes. D’autres au contraire supportent dans les eaux des
sources thermales des tempeératures élevees (algues thermophiles). Elles comprennent 20 000

a 30 000 especes dans le monde, soit 18% du regne végétal (Morere et al., 2002).

I1. Grands groupes des algues
Les algues sont divisées en trois groupes selon leur pigmentation : algues vertes, algues
brunes et algues rouges. Chacun de ces groupes est caractérisé par la présence de chlorophylle
qui confere la couleur verte aux vegétaux. Chez les algues brunes et rouges, les pigments sur
numéraires se substituent au vert de la chlorophylle. Il s’agit des xanthophylles et des
caroténoides (dont la fucoxanthine). Chez les algues rouges, il s’agit des phycoérythrines et

phycocyanines (Floc’h et al., 2006).

o algues vertes ou les Chlorophycées, qui jouent un réle important dans 1’oxygénation des
eaux. Elles sont de formes trés variées, uni- ou pluricellulaires. Leurs plastes sont colorés en
vert par les chlorophylles a et b, auxquelles sont associés caroténes et xanthophylles. La
photosynthése permet la formation d'amidon, comme pour les plantes supérieures. La
plupart des algues vertes vivent en eau douce ou en milieux marins, mais certaines espéces

peuvent également se développer sur terre (Perez, 1997).

o algues rouges ou les Rhodophyceées : I’association de la phycoérythrine a d’autres pigments
chlorophylliens est a I’origine de la coloration rosatre des plastes de ces algues.

Les Rhodophycées sont des organismes pluricellulaires d’origine marine, elles sont divisées
en deux grands groupes, en fonction de leur cycle de reproduction : les Bangiophycées et les

Floridéophycées (Guillaume, 2010).
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Partie I Chapitre I : Présentation de l'espece algale

o algues brunes ou les Phéophycees de structure généralement pluricellulaire et de
dimensions trés variables, la majorité de ces algues vivent en milieu marin et présentent une
couleur brunatre résultant de I’association de pigments dominants, a savoir la xanthophylle

et la fucoxanthine (Guillaume, 2010).

o Les algues caméléons : ce type des algues utilise le méme stratageme que le caméléon pour
s’adapter a des variations de lumiere. En effet, ces algues sont capables d’ajuster leur
composition pigmentaire en fonction de leur environnement. En lumiére faible, les algues
augmentent le nombre de leurs pigments, les plastes qui les contiennent grossissent, ils vont
se déplacer dans les cellules pour rejoindre les endroits les plus exposés a la lumiere. En
revanche si la lumiére est trop intense, les pigments se raréfient, les plastes deviennent plus
petits et changent de forme, ils se transforment en sphére et migrent a la base des cellules

(Veronique et Jean-Yves, 2010).

o Les algues peuvent changer de teinte selon la qualité de la lumiere. Plus de caroténoides,
moin de chlorophylle. Les algues vertes peuvent modifier leurs teneurs en chlorophylle b et
en caroténoides. Les algues brunes, quant a elles, fabriquent plus de fucoxanthine et

chlorophylle ¢ a plus grand profondeur (Veronique et Jean-Yves, 2010).

I11.Utilisation des algues

Les algues ont été utilisées depuis longtemps : au début dans I'alimentation des
populations des rivages asiatiques, ou comme engrais en Europe ou encore pour le bétail.
Depuis le XVIIléme siécle, I'iode est extrait industriellement des algues au Japon. Les algues

ont été et sont encore utilisées a de nombreuses fins (Ainane, 2011).

71 Agroalimentaire : Gélose et alginates utilisées comme agents émulsifiants, épaississants,
stabilisants, gélifiants (additifs de E400 a E408), excipients (Hillier, 2008) ;

1 Agriculture :utilisées comme engrais ;

"1 Dentisterie : pates pour les empreintes dentaires ;

'] Industries chimiques : les frustules (enveloppes externes des diatomées) siliceux, sont
utilisés comme abrasifs, ou isolants phoniques ou thermiques. Les colles, peintures, résines,

caoutchoucs, savons utilisent des produits d’algues (Kornprobst, 2005).
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Partie I Chapitre I : Présentation de l'espece algale

"1 Médecine : en thalassothérapig on utilise les bains d’algue (algothérapie) pour traiter les
rhumatismes ou certaines affections de 1’appareil locomoteur, en chirurgie ou en gynécologie,
on utilise des stipes de laminaires (pour leur propriété a retenir 1’eau tout en se dilatant) pour
débrider une plaie ou dilater une voie naturelle (Falshaw et al., 2005) ;

"1 Pharmacie : on utilise les propriétés laxatives ou vermifuges (Hypnea Carragheen),

anticoagulantes (Phyllophora) (Falshaw et al., 2005).

V. Position taxonomique de la famille des Sargassacées

Les Phéophyceées, ou algues brunes, sont classés dans le regne des Chromista. Au sein des
Phéophycées, la famille des Sargassacées appartient a 1’ordre des Fucales (Cho et al., 2006 ;
Phillips et al., 2008). La classification des Sargassacées au sein des étres vivants est resumée

dans le tableau 1.

Tableaul : Classification des Sargassacées dans 1’arbre de la vie (De Reviers, 2003 ;
Cavalier-Smith, 2004 ; Phillips et al., 2008 ; Guiry, 2009).

Domaine Eucaryote
Reégne Chromista
Sous régne Chromobiota
Infra —régne Hétérokonta
Embranchement Ochrophyta
Infra-embranchement Marista
Super classe Fucistia
Classe Phéophycées
Ordre Fucales
Famille Sargassacees
Genre Cystoseira

La famille Sargassacées posséde des représentants dans la quasi-totalité des mers du
globe a I’exception des Océans Arctique et Antarctique (Klervi, 2009).Elle comprend 26
genres dont les plus importants sont Cystophora, Cystoseira, Sargassum et Turbinaria. Ces
genres représentent a eux seuls plus de 90% des espéces de la famille des Sargassacées et prés

de 85% des espéces de I'ordre des Fucales (Guiry, 2010).
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Partie I Chapitre I : Présentation de l'espece algale

IVV.1. Description du genre Cystoseira
Le genre Cystoseira, qui regroupe 51 espéces, est essentiellement représenté dans les
eaux froides et temperées de I'hémisphere nord, et a la mer Méditerranéenne.

Les especes du genre Cystoseira ont été décrites par Agardh (1820) comme des algues
arborescentes, trés ramifiées qui peuvent atteindre, pour les plus grandes, plus d’un 1 métre de
hauteur (Gomez et al.,, 2001).Les ramifications donnent a I’algue un aspect touffu.
L’ensemble des espéces du genre Cystoseira sont caractérisées par la présence d’un disque
basal épais qui les fixe au substrat. Ce disque est d’autant plus développé que 1’espece vit
dans une zone agitée.

D’aprés GOmez Garreta et al. (2001) ; Cormaci et al., (2012) et Taskin et al ., (2012),
les principaux caracteres servant a la détermination des especes sont :

- Plante libre/ attachée (C. barbata / C. foeniculacea)

- Cespiteuse/ axe simple (C. stricta/ C. barbata)

- Présence/absence de tophule (C. funkii/ C. brachycarpa var. balearica)
- Présence/absence d’aérocystes (C. usneoides/ C. algeriensis)

- Iridescence (C. stricta/ C. mediterranea, C. elegans)

- Apex lisse/épineux (C. barbata/ C. crinita).

IV.2. Présentation de I’espéce Cystoseira stricta
1. Description

Cystoseira stricta est une algue érigée de couleur brune dont les thalles peuvent
atteindre 40 cm de hauteur. Cette espece est fixée au substrat par une base encroltante
étendue, d’ou partent plusieurs axes dressés (thalle cespiteux). Ces axes sont cylindriques a
sommet épineux a peine saillant et mesurent de 2 a 15 cm de hauteur. lls produisent des
rameaux primaires caducs, cylindriques et souvent sinueux, pouvant atteindre 30 cm de
longueur qui portent des rameaux secondaires beaucoup plus courts, disposés irrégulierement
et eux-mémes divises. Tous ces rameaux sont couverts de nombreux ramules courts
spiniformes assimilés a de petites feuilles (Cabioc'h et al., 2006). Les rameaux primaires, tres
flexibles, suivent le mouvement des vagues. Lorsqu'ils sont émerges, ils s'étalent sur la roche.
Les jeunes rameaux et les extrémités de I'algue ont souvent une iridescence bleu-vert. L'algue

est couverte de petites cryptes piliferes dispersées (Delepine et al., 1987).
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Photo 1 : Cystoseira stricta. (Photo prise Figure 1 : Aspect générale de Cystoseira

par Belmahjoub Mariam, 2014). stricta d’apres Verlaque (1975).

2. Habitat

L'espece Cystoseira stricta est principalement localisée en mer Méditerranée, de
I'Espagne & la Turquie ainsi que sur les cotes nord-africaines, et en Atlantique nord-est ; elle
est d'ailleurs présentée comme espece protége (Guiry, 2010).

3. Cycle de vie

L’espeéce est hermaphrodite. Les gamétes males et femelles sont produits dans de petites
cryptes piliféres fertiles (conceptacle) groupées dans la partie terminale renflée des rameaux
(réceptacles). Les réceptacles, longs de quelques mm a 2 cm, sont cylindriques, plus ou moins
compacts et couverts de ramules épineux. A maturité, les spermatozoides puis les oospheres
passent a I’extérieur par I’ouverture du conceptacle (ostiole) et la fécondation a lieu dans
I’eau (Rodriguez-Prieto et al., 2007).

Les ceufs coulent et se collent au substrat dans les 12 heures qui suivent la fécondation,
ce qui limite la dispersion de cette espéce et peut expliquer sa vulnérabilité face aux
perturbations (faible capacité de recolonisation) (Guern, 1962). Néanmoins, en présence de
courants, les thalles fertiles arrachés du substrat peuvent étre disséminés et contribuer a la
propagation de cette espece. (Coleman et Brawley, 2005).
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Figure 2 : Schéma du cycle de vie des espéces du genre Cystoseira. A : individu mature,
B : extrémité d’une ramification avec des conceptacles, C : conceptacle en coupe transversale,
D : gamete femelle, E : gaméte male, F : zygote et G : zygote avec rhizoides (Gémez et al.,
2001).

4. Espéce réglementée

Cette algue est inscrite a 1’Annexe 1 (espéces de la flore strictement protégées) de la
Convention de Berne relative a la conservation de la vie sauvage et du milieu naturel de
I'Europe. Elle est aussi inscrite sur I’ Annexe II (Liste des espéces en danger ou menacées) du
Protocole ASP/DB (Aires Spécialement Protégées et la Diversité Biologique en Méditerranée)
de la Convention sur la protection du milieu marin et du littoral de la Méditerranée
(Convention de Barcelone). Notant que toutes les cystoseires méditerranéennes sont sur cette
liste sauf C. compressa.

Les cystoseires sont considérées comme des « espéces ingénieurs » de leur habitat, ce
qui leur confere une importance écologique considérable. La plupart des cystoseires
supportent mal les variations de leur environnement ce qui les rend trés vulnérables aux
perturbations (Rodriguez-Prieto et al., 2013).

La cystoseire stricte est particulierement menacée par la destruction de son habitat
(amenagements littoraux), la pollution et les proliférations de moules (Rodriguez-Prieto et
al., 2013).
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V. Etude chimique du genre Cystoseira
Les algues brunes du genre Cystoseira sont connues pour métaboliser majoritairement des
terpénes (principalement des meroditerpénes et des diterpenes) ainsi que des phlorotannins.
Alors que les diterpénes isolés de ces algues sont majoritairement linéaires, les
méroditerpenes peuvent étre classes en quatre groupes en fonction de la nature de la chaine

diterpénique latérale, ainsi, ils peuvent étre linéaires, monocycliques, bicycliques ou

réarrangés (Figure 2) (Yannick, 2010).

oR oOR ™
\L/Jx fx/'x/‘x/J\,A\/J\/x/La ~ /Jm T E&/\
K (V T 1o
OR TR '
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(T
Z =
oR OR

bicyclique réarrangé

Figure 3 : Différents types de squelettes de méroditerpenes isolés a partir d'algues du
genre Cystoseira (Yannick, 2010).

Les composeés phénoliques ou phlorotannins sont des polymeéres de phloroglucinol (1,3,5-
trihydroxybenzene) et sont classés en six groupes en fonction de leur structure chimigque. On
distingue ainsi les fucols, phloréthols, fucophloréthols, fuhalols, isofuhalols et eckols (Figure
3) (Ragan et Glombitza, 1986). Le poids moléculaire des composés phénoliques varie entre
126 et 650 000 Da (Targett et Arnold, 2001).
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Figure 4 : Structures chimiques illustrant les six classes de phlorotannins (Amsler et
Fairhead, 2006).

D’autres études ont pu isoler et identifier dans I’espece C. stricta de meétabolite sous
forme d’un couple quinone-hydroquinone (2'E,6°E)-2-(10°,11°-Dihydroxygéranylgéranyl)-6-
méthylquinoline et (2’E,6’E)- 2- (10’,11°-Dihydroxygéranylgéranyl)- 6-méthyl- 1,4-
benzoquinone (Amico et al, 1982) ; de trois nouveaux métabolites appartenant a la classe des
Méthyltoluquinols (isocystoketal, isostrictalcetal, isobalearone) et quatre
Tétraprényltoluquinols (Amico et al, 1987) ; de deux méroditerpenes : 4’-méthoxy-(2E)-
bifurcarenone et 2,12-diepineo- balearone (Mesguiche et al., 1997) et de stérols a savoir le
fucostérol (93.1%), le 24-méthylene cholestérol (3.0%), le cholestérol (2.2%), AS-
avénastérol(1.0%), le pg-sitostérol (0.6%), le desmostérol (0.1%) et le p-sitostérol (0.6%)
(Latrides et al. (1983).
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Cholesteérol Fucostérol

AS-Avénasterol 24-méthvlénecholesterol

Oy

p-sitosterol

Figure 5. Différents types de stérol de Cystoseira stricta d’apres Latrides et al (1983).

Une étude biochimique réalisée par Pellegrini (1971) illustrée dans le tableau 2 résumé

les teneurs maximales et minimales des composés trouvés dans 1’espéce C. stricta qui est

récoltée pendant les mois de I’année.

Tableau 2 : Teneurs maximales et minimales des composés en fonction du mois de I’année.

Composés Teneur en (%) par | Moisou la teneur | Mois ou la teneur
rapport au poids sec est maximale est minimale
Cendres totales 18.4-32 .6 Aout Janvier
Mannitol 9.78-16.1 Mai Octobre
Acide alginique 26.1 - 37.6 Octobre Mai
Cellulose 3.2-6.1 Juillet Septembre
Azote totale soluble 0.84-25 Février Septembre

A propos de I’activité biologique, cette espéce possede un bon pouvoir antioxydant et
cela est di aux deux molécules tétraprényltoluquinols (Cystoketal et Strictaketal) (Roberto et
al., 2001). Elle représente un bon bioabsorbant des métaux lourds (Iddou et al., 2011).
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I.Définition des algues

Les algues sont des végétaux, ne possedant ni feuilles, ni tiges, ni racines. Leurcorps est
un thalle, d'ou leur nom de thallophytes(lbrahima, 1995).Elles ont des formes et des
dimensions trés variables. Certaines sont microscopiques et d’autres mesurent plusieurs
métres de longueur, mais elles ont toutes des caracteres communs. Elles sont essentiellement
aquatiques dans les eaux douces ou marines, et certaines vivent sur la neige ou la glace des
régions polaires et des hautes montagnes. D’autres au contraire supportent dans les eaux des
sources thermales des tempeératures élevees (algues thermophiles). Elles comprennent 20 000
a 30 000 especes dans le monde, soit 18% du regne vegétal(Morereetal.,2002).

I1. Grands groupes des algues

Les algues sont divisées en trois groupes selon leur pigmentation : algues vertes, algues
brunes et algues rouges. Chacun de ces groupes est caractérisé par la présence de chlorophylle
qui confere la couleur verte aux végétaux. Chez les algues brunes et rouges, les pigments
surnuméraires se substituent au vert de la chlorophylle. Il s’agit des xanthophylles et des
caroténoides (dont la fucoxanthine). Chez les algues rouges, il s’agit des phycoérythrines et

phycocyanines(Floc’hetal., 2006).

o algues vertesou les Chlorophycées, qui jouent un role important dans 1’oxygénation des
eaux. Elles sont de formes trés variées, uni- ou pluricellulaires. Leurs plastes sont colorés en
vert par les chlorophylles a et b, auxquelles sont associés caroténes et xanthophylles. La
photosynthése permet la formation d'amidon, comme pour les plantes supérieures. La
plupart des algues vertes vivent en eau douce ou en milieux marins, mais certaines espéces

peuvent également se développer sur terre (Perez, 1997).

o algues rouges ou les Rhodophyceées : I’association de la phycoérythrine a d’autres pigments
chlorophylliens est a I’origine de la coloration rosatre des plastes de ces algues.

Les Rhodophycées sont des organismes pluricellulaires d’origine marine, elles sont divisées
en deux grands groupes, en fonction de leur cycle de reproduction : les Bangiophycées et les

Floridéophycées(Guillaume, 2010).
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o algues brunes ou les Phéophycees de structure généralement pluricellulaire et de
dimensions trés variables, la majorité de ces algues vivent en milieu marin et présentent une
couleur brunatre résultant de I’association de pigments dominants, a savoir la xanthophylle

et la fucoxanthine(Guillaume, 2010).

o Les algues cameéléons : ce type des algues utilise le mémestratageme que le cameéléon pour
s’adapter & des variations de lumiere.Eneffet, ces algues sont capables d’ajuster leur
composition pigmentaire en fonction de leur environnement.En lumiere faible, les algues
augmentent le nombre de leurs pigments, les plastes qui les contiennent grossissent, ils vont
se déplacer dans les cellules pour rejoindreles endroits les plus exposés a la lumiere. En
revanche si la lumiére est trop intense, les pigments se raréfient, les plastes deviennent plus
petits et changent de forme, ils se transforment en sphére et migrent a la base des cellules

(Veronique et Jean-Yves, 2010).

o Les algues peuvent changer de teinte selon la qualité de la lumiere. Plus de caroténoides,
moin de chlorophylle.Les algues vertes peuvent modifier leurs teneurs en chlorophylle b et
en caroténoides.Les algues brunes, quant a elles, fabriquent plus de fucoxanthine et

chlorophylle ¢ a plus grand profondeur (Veronique et Jean-Yves, 2010).

I11.Utilisation des algues

Les algues ont été utilisées depuis longtemps : au début dans I'alimentation des
populations des rivages asiatiques, ou comme engrais en Europe ou encore pour le bétail.
Depuis le XVIlIémesiécle, I'iode est extrait industriellement des algues au Japon.Les algues

ont été et sont encore utilisées a de nombreuses fins(Ainane, 2011).

71 Agroalimentaire : Gélose et alginates utilisées comme agents émulsifiants, épaississants,
stabilisants, gélifiants (additifs de E400 a E408), excipients (Hillier, 2008) ;

1 Agriculture :utilisées comme engrais ;

1 Dentisterie: pates pour les empreintes dentaires ;

'] Industries chimiques : les frustules (enveloppes externes des diatomées) siliceux, sont
utilisés comme abrasifs, ou isolants phoniques ou thermiques. Les colles, peintures, résines,

caoutchoucs, savons utilisent des produits d’algues (Kornprobst, 2005).
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"1 Médecine : en thalassothérapig on utilise les bains d’algue (algothérapie) pour traiter les
rhumatismes ou certaines affections de 1’appareil locomoteur, en chirurgie ou en gynécologie,
on utilise des stipes de laminaires (pour leur propriété a retenir 1’eau tout en se dilatant) pour
débrider une plaie ou dilater une voie naturelle (Falshawet al., 2005) ;

1 Pharmacie : on utilise les propriétés laxatives ou vermifuges (Hypnea Carragheen)

anticoagulantes (Phyllophora) (Falshawetal.,2005).

V. Position taxonomique de la famille des Sargassacées

Les Phéophycées, ou algues brunes, sontclassés dans le regne des Chromista. Au sein des
Phéophycées, la famille des Sargassacées appartient a 1’ordre des Fucales (Cho et al.,2006 ;
Phillips et al.,2008). La classification des Sargassacées au sein des étres vivants est résumée

dans letableau 1.

Tableaul :Classification des Sargassacéesdans 1’arbre de la vie (DeReviers, 2003 ;Cavalier-
Smith, 2004 ; Phillips et al.,2008 ;Guiry, 2009).

Domaine Eucaryote
Reégne Chromista
Sous régne Chromobiota
Infra —régne Hétérokonta
Embranchement Ochrophyta
Infra-embranchement Marista
Super classe Fucistia
Classe Phéophycées
Ordre Fucales
Famille Sargassacees
Genre Cystoseira

La famille Sargassacéespossede des représentants dans la quasi-totalité des mers du globe
a I’exception des Océans Arctique et Antarctique (Klervi,2009).Elle comprend 26 genres dont
les plus importants sont Cystophora, Cystoseira, SargassumetTurbinaria. Ces genres
représentent a eux seuls plus de 90% des espéces de la famille desSargassacéeset pres de 85%

des espéces de I'ordre des Fucales(Guiry, 2010).
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IVV.1. Description du genre Cystoseira
Le genre Cystoseira, qui regroupe5l especes, est essentiellement représenté dans les
eaux froides et tempérées de I'hémisphere nord, et a lamer Mediterranéenne.
Les espéces du genre Cystoseiraont été décrites par Agardh (1820) comme des algues
arborescentes, trés ramifiées qui peuvent atteindre, pour les plus grandes, plus d’un 1 métre de
hauteur (Gomez et al.,2001).Les ramifications donnent a 1’algue un aspect touffu. L’ensemble
des espéces du genre Cystoseirasont caractérisées par la présence d’un disque basal épais qui
les fixe au substrat. Ce disque est d’autant plus développé que 1’espéce vit dans une zone
agitée.
D’aprés Gomez Garretaet al. (2001) ;Cormaciet al.,(2012) et Taskinet al., (2012), les
principaux caracteres servant a la détermination des espéces sont :
- Plante libre/ attachée (C. barbata/C. foeniculacea)
- Cespiteuse/ axe simple (C. stricta/C. barbata)
- Présence/absence de tophule (C. funkii/C. brachycarpavar. balearica)
- Présence/absence d’aérocystes (C. usneoides/C. algeriensis)
- Iridescence (C. stricta/ C. mediterranea, C. elegans)

- Apex lisse/épineux (C. barbata/C. crinita).

IV.2. Présentation del’espéce Cystoseirastricta

1. Description

Cystoseirastricta est une algue érigée de couleur brune dont les thalles peuvent atteindre
40 cm de hauteur. Cette espéce est fixée au substrat par une base encrodtant étendue, d’ou
partent plusieurs axes dressés (thalle cespiteux). Ces axes sont cylindriques a sommet épineux
a peine saillant et mesurent de 2 a 15 cm de hauteur. Ils produisent des rameaux primaires
caducs, cylindriques et souvent sinueux, pouvant atteindre 30 cm de longueur qui portent des
rameaux secondaires beaucoup plus courts, disposés irrégulierement et eux-mémes diviseés.
Tous ces rameaux sont couverts de nombreux ramules courts spiniformes assimilés a de
petites feuilles (Cabioc'hetal., 2006).Les rameaux primaires, tres flexibles, suivent le
mouvement des vagues. Lorsqu'ils sont émergés, ils s'étalent sur la roche. Les jeunes rameaux
et les extrémités de l'algue ont souvent une iridescence bleu-vert. L'algue est couverte de

petites cryptes piliferes dispersees(Delepineetal., 1987).
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Photo 1 :Cystoseirastricta. (Photo prise Figure 1 :Aspect générale

par Belmahjoub Mariam, 2014). deCystoseirastricta d’apres Verlaque

2. Habitat

L'espece Cystoseirastricta est principalement localisée en mer Méditerranée, de
I'Espagne & la Turquie ainsi que sur les cotes nord-africaines, et en Atlantique nord-est ; elle
est d'ailleurs présentée comme espece protége (Guiry, 2010).

3. Cycle de vie

L’espeéce est hermaphrodite. Les gamétes males et femelles sont produits dans de petites
cryptes piliféres fertiles (conceptacle) groupées dans la partie terminale renflée des rameaux
(réceptacles). Les réceptacles, longs de quelques mm a 2 cm, sont cylindriques, plus ou moins
compacts et couverts de ramules épineux. A maturité, les spermatozoides puis les oospheres
passent a I’extérieur par I’ouverture du conceptacle (ostiole) et la fécondation a lieu dans
I’eau (Rodriguez-Prietoet al., 2007).

Les ceufs coulent et se collent au substrat dans les 12 heures qui suivent la fécondation, ce
qui limite la dispersion de cette espece et peut expliquer sa vulnérabilité face aux
perturbations (faible capacité de recolonisation)(Guern, 1962).Néanmoins, en présence de
courants, les thalles fertiles arrachés du substrat peuvent étre disséminés et contribuer a la
propagation de cette espece. (Coleman etBrawley, 2005).
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Figure 2 : Schéma du cycle de vie des espéces du genre Cystoseira. A : individu mature, B :
extrémité d’une ramification avec des conceptacles, C : conceptacle en coupetransversale, D :
gamete femelle, E : gamete male, F: zygote et G : zygote avec rhizoides (Goémez et al.,
2001).

4. Espece réglementée

Cette algue est inscrite a 1’Annexe I (espéces de la flore strictement protégées) de la
Convention de Berne relative a la conservation de la vie sauvage et du milieu naturel de
I'Europe. Elle est aussi inscrite sur I’ Annexe II (Liste des espéces en danger ou menacées) du
Protocole ASP/DB (Aires Spécialement Protégeées et la Diversité Biologique en Méditerranée)
de la Convention sur la protection du milieu marin et du littoral de la Méditerranée
(Convention de Barcelone). Notant que toutes les cystoseires méditerranéennes sont sur cette
liste sauf C. compressa.

Les cystoseires sont considérées comme des « espéces ingénieurs » de leur habitat, ce
qui leur confere une importance écologique considérable. La plupart des cystoseires
supportent mal les variations de leur environnement ce qui les rend trés vulnérables aux
perturbations(Rodriguez-Prietoet al., 2013).

La cystoseire stricte est particulierement menacée par la destruction de son habitat
(aménagements littoraux), la pollution et les proliférations de moules (Rodriguez-Prietoet
al., 2013).
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V. Etude chimique du genre Cystoseira
Les algues brunes du genre Cystoseira sont connues pour métaboliser majoritairement des
terpénes (principalement des meroditerpénes et des diterpenes) ainsi que des phlorotannins.
Alors que les diterpénes isolés de ces algues sont majoritairement linéaires, les
méroditerpenes peuvent étre classes en quatre groupes en fonction de la nature de la chaine
diterpénique latérale, ainsi, ils peuvent étre linéaires, monocycliques, bicycliques ou

réarrangés (Figure 2)(Yannick, 2010).
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Figure 3 : Différents types de squelettes de méroditerpenes isolés a partir d'algues du genre
Cystoseira(Yannick, 2010).

Les composés phénoliques ou phlorotanninssont des polymeéres de phloroglucinol (1,3,5-
trihydroxybenzene) et sont classés en six groupes en fonction de leur structure chimique. On
distingue ainsi les fucols, phloréthols, fucophloréthols, fuhalols, isofuhalols et eckols (Figure
3) (Ragan et Glombitza, 1986). Le poids moléculaire des composés phénoliques varie entre
126 et 650 000 Da (Targett et Arnold, 2001).
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Fucols

Phloréthols

Fucophloréthols

Fuhalols

Isofuhalols

Eckols

Figure 4 : Structures chimiques illustrant les six classes de phlorotannins(Amsler et
Fairhead, 2006).

D’autres études ont pu isoler et identifier dans I’espece C.stricta de métabolite sous

forme d’un couple quinone-hydroquinone (2'E,6°E)-2-(10°,11°-Dihydroxygéranylgéranyl)-6-

méthylquinoline

et

(2’E,6’E)-2-(10°,11¢-Dihydroxygeéranylgéranyl)-

6-méthyl-1,4-

benzoquinone(Amicoet al, 1982) ; de trois nouveaux métabolites appartenant a la classe des

Méthyltoluquinols (isocystoketal,isostrictalcetal,isobalearone)et quatre Tétraprényltoluquinols

(Amicoet al, 1987); dedeux méroditerpenes: 4’-méthoxy-(2E)-bifurcarenone et 2,12-

diepineo- balearone(Mesguicheet al., 1997)et de stérols a savoir le fucostérol(93.1%), le 24-

méthylénecholestérol(3.0%),le cholestérol (2.2%), A5-avénasterol(1.0%), le p-sitostérol
(0.6%),le desmostérol (0.1%) et le p-sitostérol (0.6%) (Latridesetal.(1983).
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Figure 5. Différents types de stérol de Cystoseirastrictad’apres Latridesetal(1983).

Une étude biochimique réalisée par Pellegrini (1971) illustrée dans le tableau 2 résumé

les teneurs maximales et minimales des composes trouvés dans 1’espéce C. strictaqui est

récoltée pendant les mois de I’année.

Tableau 2 : Teneurs maximales et minimales des composés en fonction du mois de I’année.

Composés Teneur en (%) par | Moisou la teneur | Mois ou la teneur
rapport au poids sec est maximale est minimale
Cendres totales 18.4-32 .6 Aout Janvier
Mannitol 9.78-16.1 Mai Octobre
Acide alginique 26.1 - 37.6 Octobre Mai
Cellulose 3.2-6.1 Juillet Septembre
Azote totale soluble 0.84-25 Février Septembre

A propos de I’activité biologique, cette espéce possede un bon pouvoir antioxydant et
cela est di aux deux molécules tétraprényltoluquinols (Cystoketal et Strictaketal) (Roberto et
al.,2001). Elle représente un bon bioabsorbant des métaux lourds(lddouet al., 2011).
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Partie I Chapitre Il : Microorganismes

Introduction

Le monde microbien est le groupe d’organismes vivants le plus diversifié et le plus
adapté aux facteurs biotiques et physico-chimiques de la planéte. En effet les
microorganismes sont a 1’origine de 1’apparition de la vie sur terre depuis plus de quatre
milliards d’années. Ils se sont adaptés aux différentes variations de température, salinité, pH,
pression, présence et absence d’oxygeéne. lls synthétisent la matiére organique avant
I’apparition de la photosynthése et de 1’0xygene atmosphérique (Tony et Paul, 2000).

Les bactéries sont des cellules procaryotes, leur ADN n'étant pas localisé dans un noyau.
A Tl'exception des mycoplasmes, les bactéries sont entourées par une paroi complexe,
différente selon que la bactérie est a Gram positif ou négatif. De nombreuses bactéries

possedent des flagelles, des pili, ou une capsule a I'extérieur de la paroi (Tony et Paul, 2000).

I. Présentation de quelques espéces microbiennes

1. Klebsiella pneumoniae

Cette bactérie est une espéce ubiquiste, isolée des eaux de surface, des eaux usées, des
effluents industriels, du sol, du bois, de végétaux diverse des aliments (Baraniakh, 2009).
Elle est également retrouvée dans la flore fécale d'environ 30% des animaux et de I'nhomme,
elle existe a I'état commensal sur la peau et les muqueuses, notamment respiratoires
(Ciobotaro, 2011).

C’est une bactérie immobile, non sporulé, aéro-anaérobie, a un métabolisme respiratoire
et fermentatif, fermente le glucose avec production de gaz, oxydase négative, catalase
positive, ODC négative, tryptophane désaminase et phénylalanine désaminase négatives, ne
produise pas d'hydrogéne sulfuré et fermente de nombreux sucres dont I'inositol. Elle a une
réaction de VVoges-Proskauer positive (VP+) et uréase + (Kassis -Chikhani, 2012).

Klébseilla pneumoniae est reconnue comme un important pathogéne opportuniste a Gram
négatif (Podschun et al., 2000). Elle est responsable de diverses infections (suppuratives,

urinaires, respiratoires, biliaires et hépatiques intra-abdominales) (Chung et al., 1992).

Figure 6: Klebsiella pneumoniae vue en microscope électronique (skywind.wkhc.ac.kr).
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2. Escherichia coli

Le genre Escherichia appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Salmonella ou encore
Shigella appartiennent également a cette famille. Ce sont des bacilles a Gram négatif, aéro
anaérobies facultatifs qui peuvent fermenter les nitrates et qui ne possédent pas d’oxydase (Le
minor et al., 1990).

Cependant, il existe des souches d’E. coli pathogenes qui se distinguent des souches
commensales par 1’acquisition de propriétés de virulence a 1’égard de 1’hote (Choreh, 2013). Ces
propriétés de virulence leur permettent de s’affranchir des mécanismes de défense de 1’hote afin de
s’établir dans de nouvelles niches écologiques et d’exprimer leur pathogénicité. Selon les facteurs
de virulence acquis et leur tropisme tissulaire, ces souches d’E. coli pathogenes ou pathovars
peuvent étre a I’origine d’infection du tractus digestif, de I’arbre respiratoire et du tractus urinaire,

mais également de méningites et de septicémies (Choreh , 2013).

Figure 7 : Escherichia coli vue en microscope électronique.

(http://en.wikipedia.org/wiki/lmage:EscherichiaColi_NIAID.jpg).

3. Micrococcus luteus
Les Micrococcus luteus sont présentes partout dans le monde et dans tous les milieux.
On les trouve sur la peau des humains et des animaux, dans le sol, les eaux de mer et douce et

dans les plantes (Bannerman et Peacock, 2007).

Elles sont des coques Gram positif, oxydase-positifs et aérobies stricts de la famille des
Micrococcaceae. Elles se retrouvent habituellement en grappes irréguliéres, en tétrades ou en
paires, ou les cellules individuelles mesurent de 1 a 1,8 pum de diamétre et sont habituellement

non mobiles et non sporulées (Kocur et al., 2006).
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Figure 8 : Micrococcus luteus vue en microscopie électronique a balayage

(www.wikipédia.org).
4. Pseudomonas aeruginosa :

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram-négatif opportuniste vivant normalement
a I’état saprophyte dans 1’eau, les sols humides et les végétaux, mais qui peut également vivre
a I’état commensale sur la peau ou a I’intérieur du systéme digestif de divers animaux (Sabin,

2006).

Les souches de cette espéce sont constituées de bacilles de 0,5 a 0,8 um de diamétre sur
1,5 a 3,0 um de longueur, se présentant de maniére isolée ou groupée par deux ou en courtes
chaines, mobiles grace a une ciliature monotriche (quelques rares cellules portent cependant

plusieurs flagelles polaires) (Euzeby, 2005).

Pseudomonas aeruginosa possede une oxydase, Indole -, urée -, H,S -, gélatine+, ONPG-
(orthonitrophényl-galactose), Nitrate-réductase +,LDC- (Lysine-décarboxylase), ODC -
(Ornithine-décarboxylase) (Lie. S, 2002).

Elle a une membrane externe faiblement perméable, ce qui lui confére une résistance
naturelle a de nombreux antibiotiques, dont la plupart des béta-lactamines (Carpentier et al.,
2003). La bactérie produit d’une beta-lactamase chromosomique inductible qui n’est pas
inhibée par le clavulanate et qui hydrolyse préferentiellement les céphalosporines (Sougakoff
et al., 2003). En plus I’existence des systemes d’efflux augmente la virulence et la résistance

aux antibiotiques (Cattoir, 2004).
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P. aeruginosa est responsable de 16 % des infections pulmonaires, de 12% des
infections du tractus urinaires, de 8% des infections touchant les grands brdlés et de 10% des
infections du sang (bactériémie et/ou septicémie). Cette bactérie est également une des causes

majeures de mortalité et de morbidité chez les personnes atteintes de mucoviscidose

(Rossignol, 2007).

Figure 9: Pseudomonas aeruginosa vue en microscopie électronique a balayage.

(www.ciriscience.org).

5. Bacillus cereus
Bacillus cereus est une bactérie gram positif, et elle est capable de s'adapter a une large
gamme de conditions environnementales. Elle est largement distribuée dans la nature et se
trouve couramment dans le sol comme un organisme saprophyte (Vilain, 2006).
En outre, B. cereus est un pathogéne humain opportuniste et est parfois associée a des
infections, provoquant des maladies parodontales et d'autres infections plus graves
(Hoffmaster, 2006).

- : e B ez
Figure 10: Bacillus cerius vus en microscopie électronique (www.ncbi.nlm.nih.org).
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6. Staphylococcus aureus
C’est une bactérie a Gram positif de 0.5 a 1.0 pm de diametre associé par paires, en
chainettes de 3 a 5 coques, ou en amas irrégulier, en grappe de raisins. Elle est une bactérie
immobile, non sporulé, anaérobie facultatif, oxydase négatif catalase positif. C’est un germe
mésophile dont la température optimale de croissance est comprise entre 35 et 41°C. (Jouve,
1996).

Chez I’homme, S. aureus est responsable des infections localisé a la peau et des

mugqueuse. Elle s’accompagne trés souvent d’infection viscérale (Michel, 2005).
, o R

= =
Figure 11: Staphylococcus aureus vus en microscopie électronique a balayage.

(www.Wikimedia.com).

7. Candida albicans

Candida albicans est une levure, une sorte de champignon microscopique. On la
considere comme un microorganisme commensal, car elle est retrouvée dans la flore normale
du tractus gastro-intestinal et de la peau (Runhnke et Maschmeyer, 2002). Elle est
présentée, en autre, dans le tractus genital chez environ 20% des femmes. Cette levure
colonise aussi la cavité buccale chez environ 45% de la population adulte (Akpan et al.,
2002).

Chez un hote susceptible, cette levure opportuniste peut causer plusieurs infections autant
superficielles (peau, muqueuses et ongles) que systémiques (sang, cceur) (Odds, 1994).
Plusieurs prédispositions, comme la chimiothérapie, ou une transplantation d’appareil
médical, tels que des cathéters, des protheses et des implants (prothése dentaire, lentilles

cornéennes) favorisent les candidoses, des infections fongiques. (Costa et al., 2008).
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Figure 12 : Biofilms de Candida albicans au microscope électronique grossissement 500X

(sante-medecine.commentcamarche.net).

I1.Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances élaborées par des micro-organismes, ou des
substances synthétiques, qui sont bactériostatiques ou bactéricides a dose faible. Leurs cibles
d’activité sont des structures moléculaires spécifiquement bactériennes. Elles ont donc une
toxicité sélective pour les cellules procaryotes et une toxicité faible pour les cellules

eucaryotes (Avril et al., 2002).
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l. Zone d’échantillonnage
L’algue Cystoseira stricta a été récoltée du mois de mars 2013 jusqu’au mois de février
2014 dans la plage de Madrid dont les caractéristiqgues géographiques sont: latitude
(35°18'8.96"N) et longitude (1°28'4.16"0). Madrid est une plage qui se trouve prés de la
plage de Rachgoun et & 7 km de la ville de Béni-Saf (Cote nord-ouest de 1I’Algérie) (Figure
14, Photo 2).
Le choix de cette espéce a pour but de valoriser la biomasse algale de la cote ouest

algérienne en déterminant leur activité antimicrobienne.

Légendes

Plage de Sass

de lacarte

Transports
— Routes
BT —
Caractéristique
hydrographique
o coursd'ean

‘o coursd'zaunon
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Plage de Oued el Hallo
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Altitude en méfre
De 100022000
" Da50031000
| De2003500
[ Desoaz0
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De50a200

. De20032000

e

Figure 13: Carte geographique de la région de récolte (Encarta, 2009).
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VA by <

Photo 2 : Région d’échantillonnage (Photo prise par Belyargoubi L., 2013).

Il. Récolte du matériel et préparation des échantillons

Les échantillons de I’algue ont été recoltés mensuellement avec les mains au niveau de la
plage de Madrid. Ils sont lavés avec de I’eau de mer pour débarrasser tous les débris adhérents
a leurs thalles, puis placés dans des sacs en plastique fermés hermétiquement contenant 1’eau
de mer.

Au laboratoire, ces échantillons sont a nouveau rincés avec de 1’eau de robinet puis avec
de I'eau distillée pour les mettre dans une chambre a 1’obscurité et & la température ambiante
jusqu’a déshydratation compléte. Aprés le séchage, les spécimens ont é€té conservés dans des

sacs en papier jusqu’a leurs utilisations ultérieur (El hassouni, 2013).

L’espéce Cystoseira stricta a été identifiée par le Docteur Benguedda Wassila,
laboratoire de recherche : Valorisation des actions de 1’homme pour la protection de
I’environnement et application en santé publique, Département d’Ecologie, Université de

Tlemcen.

Photo3 : Cystoseira stricta apres le séchage.
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I11.Extraction du produit algal

L’extrait est obtenu en ajoutant 1g de la poudre algale a 20 ml du solvant (acétone et
hexane). Le mélange obtenu est macéré a l'abri de la lumiere pendant 48 h a température
ambiante, ensuite une filtration sur papier filtre a été réalisée. Le filtrat obtenu est évaporé a
sec a 40 °C sous pression réduite avec un evaporateur rotatif de type HAHNVAPOR R-200.

L’extrait obtenu est récupéré par le méthanol puis conservé a 4°C jusqu’a son utilisation.

Photo 4 : Processus de 1’évaporation en utilisant un évaporateur rotatif.

Calcule du rendement
Les pourcentages des extraits bruts acétonique et hexanique ont été calculés par la

formule suivante :

[ REO=MMx100 |

R : Rendement exprimé en %
M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant

My - Masse en gramme du matériel végétal a traiter.
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IV. Etude du pouvoir antimicrobien

IV.1.Microorganismes utilisés
Les germes qui ont fait I'objet des tests antimicrobiens font partie des microorganismes
rencontrés en pathologie humaine. Ce sont des souches ATCC répertoriées (American Type
Culture Collection).
Les espéces bactériennes testées sont :
v' Gram négatif : Escherichia coli (ATCC 8739), Klebsiella pneumoniae(ATCC
700603), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ;
v" Gram positif : Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus cereus (ATCC 10876)
et Micrococcus luteus (ATCC 9341) ;
v" Levure : Candida albicans (ATCC 26790).

IV.2.Conservation des souches
Les souches étaient conservées a 4°C dans des tubes stériles contenant 7 ml de milieu de

culture incliné (gélose nutritive pour les bactéries et gélose Sabouraud pour la levure).

IV.3. Confirmation des souches
1. Test de la catalase
Pendant leur respiration aérobie, certaines bactéries produisent du peroxyde
d’hydrogéne (H20,) qui est tres toxique. Certaines bactérie sont capables de le dégrader grace
aux enzymes qu’elles synthétisent et notamment la catalase. Cette enzyme est capable de
décomposer I’eau oxygene selon la réaction :

2H202 Catalase R 2H20+ 02_

Sur une lame propre, une goutte d’eau oxygénée est déposee & 1’aide d’une pipette

pasteur boutonnée puis I’inoculum bactérien est ajouté. L observation est immédiate :
S’il y’a une apparition de bulles, dégagement gazeux de dioxygene, le test de catalase est
positif (+).

Siil n’y a pas de bulles, le test de catalase est négatif (-).
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2. Coloration de Gram

Sur un frottis étalé, séché et fixé, on verse une solution de violet de gentiane et on laisse
agir pendant 1 min.
-On rejet le violet de gentiane en entrainant avec la solution de lugol, on le laisse agir pondant
1 min puis on le rince avec 1’eau distillée.
-On rince le frottis avec I’alcool pendant 45 secondes.
-On rince avec ’eau distillée
-On recouvre la lame avec la solution de la fushine et on laisse agir pendant 30 secondes.
Ensuite on rince avec 1’eau distillée.
-On se fait en épongeant la lame colorée entre deux feuilles de papier filtre fin .on dépose
ensuite une gouttes d’huile a immersion et on observer au grossissement x 100.
Observation des bactéries : les bactéries a Gram positif sont colorées en violet foncé et celle

a Gram négatif sont coloré en rose.

IV.4. Réalisation de I’antibiogramme
La méthode utilisée pour réaliser 1’antibiogramme est la technique de standardisation de
I’antibiogramme selon les recommandations de I’OMS et elle est réalisée a I’échelle nationale
par Rahal et al. (2011).
L’effet antimicrobien était testé par différents antibiotiques couramment utilisés sur six
souches pathogenes, ceci afin de comparer 1’efficacité thérapeutique des extraits d’algue.
1VV.4.1.Liste des antibiotiques utilisés
Nous avons utilisé des disques de 6 mm de diamétre imprégnés des antibiogrammes
a différentes concentrations conditionnés par le fabricant (Institut Pasteur, Alger).

Tableau 03 : Liste des antibiogrammes testés sur les bactéries et la levure.

Antibiogrammes Code Charge
Ampicilline AMP 10 pg
Bacitracine B 10 UI
Cefotaxine CTX 30 ug

Lincomycine L 15 pg
Pénicilline P 6 ug
Tétracycline TE 30 ug
Vancomycine VA 30 ug
Nystatine - 30 ug
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1VV.4.2.Milieux utilisés :

- Bouillon Brain heart broth (BHB) (Fluka).

- Gélose Mueller-Hinton ((Fluka) coulée dans des boites de Pétri d’une épaisseur de 4

mm.

IV.4.3.Inoculum :

Pour la fixation de [I’inoculum de départ, nous avons employé une
méthode photométrique (Atwal, 2003).

- A partir d’une préculture d’environ 20 h sur bouillon BHB pour les bactéries et 48 h
pour la levure, on prépare une suspension bactérienne dont la densité optique doit étre de 0.08
a 0.1 mesurée a 625 nm pour les bactéries et 540 nm pour la levure afin d’avoir une
concentration de 10° UFC/ ml.

- L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien du
milieu stérile s’il est trop chargé.

- L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de I’inoculum.

IV.4.4. Ensemencement :

L’ensemencement se fait par la méthode d’écouvillonnage :

- On trempe un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;

- On I’essore en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin

de le décharger au maximum ;

- On ensemence par des stries serrées la totalité de la surface gelosée par 1’écouvillon,

de gauche a droite.

- L’opération est répétée deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier

de faire pivoter I’écouvillon sur lui méme. L’ensemencement est finit en passant

I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

IV.4.5. Application des disques d’antibiotiques :

- Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90
mm de diamétre. Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm, centre a
centre ;

- Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide d’une pince bactériologique stérile pour
s’assurer de son application. Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplacé (Racal
etal., 2011).
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IV.4.6. Incubation :
Les boites sont incubées pendant 24 heurs a 37C° pour les bactéries et 48 h a 30°C pour
la levure.
IV.4.7. Lecture :
- On mesure avec précision les diamétres des zones d’inhibition a I’extérieur de la boite
fermée ;
- On compare les résultats aux valeurs critiques ;
- Selon le diamétre d’inhibition, on classe la bactérie dans I’une des catégories : Sensible,
Intermédiaire ou Resistance.
IV.5. Evaluation de I’activité antimicrobienne
IV.5.1. Préparation des extraits
Les extraits secs acétonique et hexanique sont récupérés dans le DMSO pour obtenir la
concentration de 100 mg/ml.
IV.5.2. Milieux des cultures utilisées
- Le bouillon BHB et Gélose Mueller Hinton pour les bactéries (Fluka).
- Gélose Sabouraud pour la levure (Fluka).
IV.5.3. Preé cultures des bactéries
- Pour chaque micro-organisme, le milieu de culture stérile (Bouillon BHB) de 7 ml a été
inoculé avec des colonies bien isolées et parfaitement identiques prélevées d’une culture
conservée ;
- Sur des boites de Pétri contenant le milieu Mueller-Hinton, on ensemence par
écouvillonnage la suspension bactérienne préculturée. Du méme pour la levure Candida

albicans sauf que les boites sont coulées par le milieu Sabouraud.

IV.5.4.Méthode de diffusion sur agar (méthode des disques)

L'activité antimicrobienne a été déterminée en utilisant la méthode de diffusion sur agar
(Lesueur et al., 2007; Boulekbache-Makhlouf et al., 2012).

Dans des boites de Pétris stériles préalablement coulées par des milieux (Muller Hinton
pour les bactéries et Sabouraud pour la levure), les microorganismes sont écouvillonnées sur
la surface des géloses a 1’aide d’un écouvillon contenant une charge de 108 UFC/ml. Puis, des
disques de papier filtre stérile de 6 mm de diamétre, imprégnes de 10 pl de différents extraits
acetonique et hexanique de concentration 100 mg/ml, sont déposés sur la surface des milieux.
Aprés incubation de 24 h a 37 °C % 1, la lecture des résultats se fait par la mesure du diameétre

de la zone d’inhibition en mm.
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1. Résultats de la coloration de Gram

Les photos ci-dessous représentent la coloration de Gram des souches bactériennes

testées sous microscope optique (Grossissement : 10 X100).

Pseudomonas aeruginosa (Gram -)

Al T

RS = 4
Escherichia coli (Gram -) (G: 10X40)

Photos 5 : Photos représentant la coloration de Gram des souches bactériennes testées.
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2. Résultats du test catalase :

Toutes les souches bactériennes sont pourvues de 1’enzyme catalase

Tableau 04 : Résultats du test de la catalase

Souches bactériennes Catalase
Escherichia coli +
Pseudomonas aeruginosa +
Staphylococcus aureus +
Micrococcus luteus +
Klebsiella pneumonie +

+ : catalase positive

I. Résultats de I’antibiogramme

Les diametres des spectres d’action des antibiotiques observés sur les six souches

bactériennes ont été mesurés et représentés dans les figures (14, 15, 16, 17,18) :
1.1. Escherichia coli ATCC 8739

Selon les résultats de I’antibiogramme présentés dans la figure 14, les antibiotiques :
Céfotaxine, Tétracycline sont les plus efficaces sur E. coli avec des diamétres des zones

d’inhibition de 30 et 31mm, respectivement.

30 -
25 -
20 -
15 A
10 A

Diameétres des zones d'inhibition
(mm)

AMP B CTX L P TE VA

Antibiotiques

Figure 14 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques
testés sur Escherichia coli.

Page 30



Partie 111 Résultats et discussion

Les deux antibiotiques Cefotaxime, Tétracycline exercent un effet inhibiteur sur
Escherichia, contrairement aux autres antibiotiques ou cette souche présente une résistance
totale (Tableau 5).

Tableau 5 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Escherichia coli

(CASFM, 2012).

Antibiotiques Interprétation de I’antibiogramme
Ampicilline R
Bacitracine R
Céfotaxime S
Lincomycine R
Peénicilline R
Tétracycline I
Vancomycine R

R : Résistante, S: Sensible, | : Intermédiaire.

1.2. Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

D’apreés les résultats de 1’antibiogramme présentés dans la figure 15, les antibiotiques
Cefotaxime et Tétracycline sont les plus efficaces sur K. pneumoniae avec des diamétres des

zones d’inhibition de 15 et 27 mm, respectivement.
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30 A

25 A

15 -

10 A

Diamétres des zones d'inhibition
(mm)

AMP B CTX L P TE VA

Antibiotiques

Figure 15 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques
testés sur Klebsiella pneumoniae.
Nous constatons une résistante remarquable de la souche Klebsiella pneumoniae testée
vis-a-vis de 1’Ampicilline, Bacitracine, Lincomycine, Pénicilline, Vancomycine et une

sensibilité pour le Céfotaxime (Tableau 6).

Tableau 6 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Klebsiella pneumoniae
(CASFM, 2012).

Antibiotiques Interprétation de ’antibiogramme

Ampicilline

Bacitracine

Céfotaxime

Lincomycine

Pénicilline

Tétracycline

| DT Bl O » DO O

Vancomycine

R : Résistante, S : Sensible.
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1.3.Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Les résultats illustrés dans la figure 16 montrent que les antibiotiques tétracyclines et
Céfotaxime ont les plus grandes zones d’inhibition avec des diameétres de 13 et 18 mm,

respectivement.

[ =
2 18 A
B
2 16 -
L
£ 14 A
- 12
ST 10 -
o
nE 8-
()]
T 6 -
(%]
g 4 A
g 5
g - - i - a_
a 0
AMP B CTX L P TE VA
Antibiotiques

Figure 16 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques
testés sur Pseudomonas aeruginosa.

Cette souche présente une résistance totale vis-a-vis a tous les antibiotiques testés

(Tableau 7).

Tableau 7 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Pseudomonas
aeruginosa (CASFM, 2012).

Antibiotiques | Interprétation de I’antibiogramme

Ampicilline

Bacitracine

Céfotaxime

Lincomycine

Pénicilline

Tétracycline

A 1| Tl T W X

Vancomycine

R : Résistante.
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1.4. Staphylococcus aureus ATCC 6538

D’aprés la figure 17, nous constatons, qu’a 1’exception de Bacitracine ou il y’a une
absence de zone d’inhibition, les autres antibiotiques testés sur la souche a Gram positif

Staphylococcus aureus possédent des diamétres qui varient entre 18 et 49 mm.
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Figure 17 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques

testés sur Staphylococcus aureus.

D’aprés le tableau 8, nous observons une sensibilité de S. aureus vis-a-vis des
antibiotiques testés sauf pour Bacitracine et Ampicilline ou il ya une résistance et une

sensibilité intermédiaire de la souche, respectivement.

Tableau 8 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Staphylococcus aureus
(CASFM, 2012).

Antibiotiques Interprétation de I’antibiogramme

Ampicilline I

Bacitracine

Cefotaxime

Lincomycine

Pénicilline

wl mw nw un| A

Tétracycline

Vancomycine S

R : Résistante, S: Sensible, | : Intermédiaire.
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1.5. Bacillus cereus ATCC 10876

Contrairement aux autres souches testées, la souche Bacillus cereus résiste aux
antibiotiques Ampicilline, Céfotaxime, Bacitracine et Pénicilline mais elle est sensible aux
Vancomycine, Lincomycine, et Tétracycline avec des zones d’inhibition de 21, 26 et 21 mm,

respectivement (Figure 18, Tableau 09).
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Figure 18 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques
testés sur Bacillus cereus.

Tableau 9 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Bacillus cereus
(CASFM, 2012).

Antibiotiques Interprétation de I’antibiogramme
Ampicilline R
Bacitracine R
Cefotaxime R
Lincomycine S
Pénicilline R
Tétracycline S
Vancomycine S

R : Résistante, S: Sensible.
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1.6. Micrococcus luteus ATCC 9341

Selon les résultats de 1’antibiogramme présentés dans la figure 19, les antibiotiques
Lincomycine, Bacitracine et Ampicilline ne possédent aucune zone d’inhibition sur notre
souche. Pour les autres antibiotiques, les diamétres des zones d’inhibition varient entre 9 et 40
mm.
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Figure 19 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques
testés sur Micrococcus luteus.
Le tableau 10 montre que la souche est résistante pour tous les antibiotiques testés
(Lincomycine, Bacitracine, Ampicilline, Pénicilline et Vancomycine), a 1’exception de

Cefotaxime et Tétracycline ou M. luteus est sensible.

Tableau 10 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Micrococcus luteus
(CASFM, 2012).

Antibiotiques Interprétation de I’antibiogramme
Ampicilline R
Bacitracine R
Cefotaxime S
Lincomycine R
Peénicilline R
Tétracycline S
Vancomycine R

R : Résistante, S: Sensible.
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Il. Résulta de ’antifongigramme

La levure Candida albicans ATCC 26790 a montré une résistance totale contre la

nystatine (30 ug).
I11. Résultats de la méthode de disques

Du fait que les extraits acétonique et hexanique dont les rendements sont de 1.91 et
3.37% respectivement, ont été récuperés par le DMSO, ce dernier est testé vis-a-vis les six
souches bactériennes et la levure C. albicans afin de Vérifier son pouvoir antimicrobien et
antifongique avec un volume de 10 pl. Les résultats obtenus ont révele négatifs, ce qui prouve

qu’il n’a aucun effet inhibiteur.

Les extraits acétonique et hexanique de 1’algue brune C. stricta n’exercent aucune activité
inhibitrice sur les souches bactériennes E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa et M. luteus. Ce
résultat concorde avec les travaux de Souhail et al. (2003) et Ainane (2011) sur C.
tamariscifolia, Unci et al. (2006) sur C. mediterranea et Guven et al. (2006) sur C.barbata.

Par contre, les bactéries S. aureus et B. cereus et la levure C. albicans sont sensibles pour
notre extraits algaux de C. stricta. Les diamétres des spectres d’action des extraits observés
sur les souches bactériennes durant une année ont été mesurés et représentés dans les figures
(20, 21 et 22).
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I11.1. Effet inhibiteur des extraits acétonique et hexanique sur Staphylococcus aureus
ATCC 6538

D’aprés les résultats obtenus dans la figure 20 et photo 6, I’extrait acétonique a montré
une activité antibactérienne meilleure par rapport a 1’extrait hexanique. Ce pouvoir est

variable en fonction de la variation saisonniére.

Nous notons que ’extrait acétonique du mois de Mars détient une zone d’inhibition la
plus importante avec un diametre de 18.5 mm. Les mois d’Avril et Juillet ont aussi révélé un

pouvoir moins important avec une zone d’inhibition de 15.5 mm de diamétre.

25 -
M Extrait acétonique

20 - B Extrait hexanique
15 4
10 -
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Diamétres des zones d'inhibition (mm)
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Figure 20. Diamétres des zones d’inhibition des extraits acétonique et hexanique sur la
souche Staphylococcus aureus.
A partir du mois d’aolt jusqu’au mois de novembre, une diminution des zones
d’inhibition a été remarquée avec des diameétres qui varient entre 13.7 et 7.5 mm. Au mois de
décembre, ’extrait acétonique a exercé un effet inhibiteur sur S. aureus avec une zone

d’inhibition de 10.5 mm de diamétre.

Nous avons constaté que 1’extrait hexanique n’a exercé aucun effet inhibiteur durant
les mois du juin jusqu’au mois de novembre. Par contre les travaux de Guven et al., (2006)
ont montré un effet inhibiteur de I’extrait hexanique de 1’algue brune C. barbata, récoltée de
la cOte de la Turkiye contre S. aureus (ATCC 6538) au mois de septembre et novembre avec

le diamétre de la zone d’inhibition de 13 mm a la concentration 4 mg/ml .
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Les meilleures zones d’inhibition ont été enregistrées pendant les mois de février, mai et
décembre avec des zones d’inhibition de 8.5, 8 et 8.5 mm, respectivement. Ces résultats sont
différents par rapport aux travaux d’Ainane (2011) sur I’extrait hexanique du mois de février
de C. tamariscifolia, récoltée de la plage marocaine. Ces auteurs ont démontré 1’absence de

I’activité antibactérienne contre S. aureus a raison de 50 ul d’extrait par disque.

Par contre, les travaux de Yong-Xin et ses collaborateurs (2011) ont montré
I’existence d’un effet inhibiteur contre S. aureus par I’extrait des phlorotannins des algues
brunes. L’identification de cette classe a révélé la présence des molécules bioactive de type
dieckol et 8,8’ bieckol.

Photo 6 : Activité antimicrobienne des extraits acétonique et hexanique sur Staphylococcus
aureus par la méthode des disques. Aj : Acétone du mois de Juin ; Aju : Acétone Juillet ; Aa:

Acétones Aout ; Hj : Hexane Juin ; Hju : Hexane Juillet ; Ha : Hexane Aout.
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111.2. Effet inhibiteur des extraits acétonique et hexanique sur Bacillus cereus ATCC
10876

D’apres la figure 21, I’activité antibactérienne contre la souche B. cereus pour 1’extrait

acétonique reste toujours la meilleure par rapport a celle reportée pour I’extrait hexanique.
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Figure 21. Diamétres des zones d’inhibition des extraits acétonique et hexanique sur la

souche Bacillus cereus.

Une variation des diamétres des zones d’inhibition a été constatée pour les extraits
acetonique et hexanique en fonction de la variation saisonniére (Figure 22). Pour le moi de
mars, une bonne activité antibactérienne a été enregistrée avec des zones d’inhibition de 10.5
mm pour ’extrait acétonique et 8.5 mm pour I’extrait hexanique. Cette activité a diminué
pour les deux mois qui suivent (Avril et Mai). Au mois du Juin, ce pouvoir atteint son
maximum avec une valeur de 14 mm de diameétre pour I’extrait acétonique, mais il a continué
a diminuer jusqu'a ce qu’il devient nul au mois de Novembre pour le méme extrait. Durant
cette période (juin a novembre), 1’extrait hexanique n’a présenté aucun effet. Au mois de
décembre, les deux extraits ont révélé la présence de I’activité antibactérienne avec des

valeurs de 8.5 et 7.5 mm pour les extraits acétonique et hexanique, respectivement.

Page 40



Partie 111 Résultats et discussion

Photo 7 : Activité antimicrobienne des extraits acétonique et hexanique sur B.cereus par la
méthode des disques. Aj : Acétone du mois de Juin ; Aju : Acétone Juillet ; Aa : Acétones Aout ;

Hj : Hexane Juin ; Hju : Hexane Juillet ; Ha : hexane Aout.

Reichelt et al. (1984) et Ballantine et al. (1987) ont montré que la fréquence la plus
élevée de I’activité antimicrobienne des extraits algaux était observée sur les bactéries Gram
positif dans la plus part des enquétes. Cette confirmation est en accord avec nos résultats sur
les bactéries Staphylococcus aureus et Bacillus cereus.
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111.3. Effet inhibiteur des extraits acétonique et hexanique sur Candida albicans ATCC
26790

D’aprés la figure 22, une variation des zones d’inhibition de 1’activité antifongique en

fonction de la variation saisonniére pour les deux extraits acétonique et hexanique a été

observée.
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Figure 22. Diamétres des zones d’inhibition des extraits acétonique et hexanique sur
Candida albicans.

Pour I’extrait hexanique, le mois de janvier a la meilleure zone inhibition avec un
diamétre de 14.5 mm, alors que pour I’extrait acétonique, la meilleure zone d’inhibition a été
constatée pendant le mois mai avec une valeur de 16.25 mm. Cette activité a commencé a

diminuer a partir du mois d’aoft pour les deux extraits jusqu’au mois de novembre (7 mm).

Au mois de décembre, une bonne activité antifongique a été constatée avec la production
d’une bonne zone d’inhibition pour les deux extraits acétonique (12 mm) et hexanique (13

mm).

Le résultat de I’effet inhibiteur de notre extrait hexanique de C. stricta contre C.albicans
a été prouvé par I’étude de Guven et al. (2006) pour le méme extrait de C. barbata des mois
de septembre et novembre avec un diameétre de 16 mm a la concentration 4 mg/ml. Par contre,
les travaux de Unci et al. (2006) ont révélé que 25 pl d’extrait acétonique / disque du mois de
mais de 1’algue C. mediterranea, récoltée de la cote de la Tiirkiye n’a montré aucun effet

inhibiteur contre C. albicans.
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Les extraits acétonique et hexanique ont exercé un effet antifongique presque égal sur
C. albicans, ce qui est différent par rapport a I’effet antibactérien sur S. aureus et B. cereus ou

I’extrait acétonique a le meilleur effet.

Photo 8 : Activité antimicrobienne des extraits acétonique et hexanique sur C. albicans par la
méthode des disques. Am : Acétone de mois de Mars ; Aa : Acétone avril ; Am : acétone Mai ; Hm :
Hexane Mars ; Ha : Hexane Avril ; Hma : Hexane Mai. AD : Acétone du mois de Décembre ; Aja :
Acétone Janvier ; Af : Acétone février ; HD : Hexane décembre ; Hja : Hexane Janvier ; Hf : Hexane

Février.

Nous pouvons déduire que ’activité antimicrobienne peut étre influencée par plusieurs
facteurs a savoir les variations saisonnieres, I’espece algale, la concentration de ’extrait, le
type du solvant utilisé, la période de la récolte, la méthode d’extraction, les facteurs
extrinséques, les souches pathogeénes testées et la variabilité intraspécifique dans la production

de métabolites secondaire.
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Conclusion générale

La résistance des bactéries aux antibiotiques reste aujourd’hui un probléme majeur de
santé publique. La pression de sélection exercée par [’utilisation importante de
I’antibiothérapie et la diffusion épidémique des souches résistantes sont les deux facteurs

principaux conditionnant cette évolution.

Le présent travail a porté sur I’étude du pouvoir antimicrobien des extraits bruts
acétonique et héxanique de 1’espece algale Cystoseira stricta qui appartient a la famille de
Sargassacées contre six souches bactériennes (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus) et

une levure Candida albicans.

Les resultats obtenus nous ont permis de conclure que :
v’ L’activité antimicrobienne est influencée par la variation saisonniere ;
v Les mois de janviers, mars, avril, mai, juin et juillet sont les plus actifs ;
v’ L’extrait acétonique s’est montré plus actif contre les bactéries Staphylococcus aureus
et Bacillus cereus.
v' Les deux extraits des deuze mois ont un puissant pouvoir antifongique contre Candida

albicans.

Ce travail ne présente qu’un premier pas dans la recherche des molécules actives
antimicrobiennes. 1l nous a conduit a affirmer que 1’algue brune Cystoseira stricta qui été
récoltée de la cote ouest Algérien peut éventuellement remplacer les antibiotiques les moins
efficaces et surtouts les antifongiques ou cette espece a montré un effet fongistatique

remarquable durant douze mois.

Pour cela, il serait important de faire un screening plus complet des principaux groupes
chimiques potentiellement actifs de Cystoseira stricta et de réaliser des eétudes
complémentaires en renforcant 1’antibiothérapie en pathologie médicale. De méme
I’évaluation des activités biologiques de cette espéce algale d’Algérie représente un sujet

d’intérét thérapeutique.
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Annexes

Annexe | : Milieux de culture utilisée

A. Mueller Hinton Agar (MH) :

Milieudebase (MH) ..o, 38¢g
Caséine hydrolysé...........ooiiiiiiiiiii e 17,5g/1
AMIAON oot 1,59/1
PH 7,4%0.2

B. Gélose Sabouraud

Peptone de gélatine............cc.oiiviiiiiiiiiiiieeieeean 10g

GIUCOSE .. eettt et e 4009/l
AN . 15¢/1
DH oo, 5,60

C. Milieu Brain heart broth( BHB)

Solides de perfusion cérébrale............ccocoovvviiiineine oo .12,5¢
Cceur de beeuf solides de perfusion..........ccccceevcveiien oeen .5,0g
Protéase PEPLONE..........ccvverieeeieierie et sie st eaee .10.0g
GIUCOSE ...t e .2,0g
Chlorur de SOdiUm .......ccveiieiiiiie e e .5,0g
Disodium phosphate ... e .2,5¢

pH7.4£0.2 /25°C
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Annexe Il : les colorants utilisés

A. Violet de gentiane au cristal

Violet de gentiane..........ccccceeveveiieieannnns 10g (ou 59)
PRENOL.......oiiiii e, 209
Ethanol 8 0.95.........c.covveeeeverereeeeeeieeiessenines 100 cm®
EQU IStIIEE ... 1dm®
B. Lugol
[OGE . 5¢
10 dure de potassium .........cccccevvieeieerieieereeiene 10g
Eau distillée gsp ....ccovevvevieiiciececeee e 19

Flacon brun

C. Fuchsine de Ziehl

Fuchsing boSIQUE ..........ccveveieeiece e, 10g
PRENOL ...t 509
EthAN0! .....ovvoeeeeeeereeeeeeeveee e e 10cm?
EQU ISHIIER ...vvoeoverceicereeeeeeee s 1dm®

Annexes

Annexe 111 : Rendement (%) en extrait bruts acétonique et héxanique de Cystoseira stricta.

Algue Extraits Rendement (%)
Cystoseira stricta Acétonique 191
Héxanique 3.37
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Annexes

Annexe IV : Résultats de ’antibiogramme exprimés en diamétres des zones d’inhibition
(en mm).

E.coli | Kipneum | P.aeruginosa | M. luteus | S. aureus | B. cereus
Souches oniae
Antibiotiques
Ampicilline - - - - 18 -
Bacitracine - - - - - -
Cefotaxime 30 27 18 40 30 -
Lincomycine - - - - 40 26
Pénicilline - - - - 49 -
Tétracycline 31 15 13 29 33 21
Vancomycine - - - 9 24 21

(-) : Pas de zone d’inhibition.
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Annexes

Annexe V : Résultats de 1’activité antimicrobienne des extraits acétonique et héxanique de 1’algue,
Cystoseira stricta. (Diamétres des zones d’inhibition en mm).

(6]
es souches " 2 g

@ 2 T g £ »

= 2 = 3 = S |2 |3
Extraits © © © = © & = S

%) m @) 4 LLi o = [a)
= Acétone | 9.5+0.70 8.5+0.70 | 12.5+0.70 - -
>
§ Hexane | 7.5+0.70 8.5+0.70 | 14.5+2.12 -
. Acétone 10+0 8.5+0.70 | 12.5+0.70 - -
[<D)
'z
LGE Hexane | 8.5+2.12 | 7.5+0.70 12.5+0.70 - -
" Acétone | 18.5+2.12 | 10.5£0.70 | 15+0.0 - -
§ Hexane 7+0 8.5+0.70 | 12.5%+0.70 - -
— Acétone | 15.5+0.70 | 9.5+0.70 16+0 -
p -
Z Hexane 740 740 13+0 -
= Acétone | 11+1.41 9.5+0 15+0 =
> Hexane 8+1.41 7+0 13+0 -
- Acétone 14+0 14+0 12.5+0.70 =
= Hexane 0 0 9+0 - -
- Acétone | 15.5+0.70 | 13+1.41 | 12.5+0.70 - -
= Hexane 0 0 1040 :
3
- Acétone | 13.5+0.70 10 11.5+0.70 = =
< Hexane 0 0 8.5+0.70 -
= Acétone | 11+1.41 7.5£0.70 | 7.750 - -
5 Hexane 0 0 7+0 - -
o
A
a Acétone | 8.5+2.12 70 70 = -
2 Hexane 0 0 740 - -
O o
= Acétone | 7.5+0.70 0 8+0.70 - -
g
>
2 Hexane 0 0 7+0 - -
. Acétone | 10.5+0.70 | 8.5+0.70 | 12.3%+0.70 - =
2
8 Hexane | 8.5+0.70 | 7.5+0.70 | 13+0.70 - -
(&)

(-) : Pas de zone d’inhibition.
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Résumé

Cette étude a pour but d’évaluer le pouvoir antimicrobien de deux extraits acétonique et
hexanique d’une algue brune Cystoseira stricta qui appartient a la famille de Sargassacées.
Cette espece a été récoltée durant douze mois de la cote ouest Algérienne, plus exactement la
plage de Madrid. Les six souches bactériennes testées sont Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus et

Bacillus cereus avec une levure Candida albicans.

Les résultats obtenus ont montré une action inhibitrice remarquable de 1’extrait
acetonique contre la bactérie a Gram positif S. aureus durant les mois de Mars (18.5 £ 2.12
mm), d’Auvril et Juillet (15.5 £ 0.70 mm) et Juin (14 = 0 mm). Pour le mois de Mai, I’extrait
hexanique a montré une zone d’inhibition de 8 + 1.41 mm pour la méme souche. Cette action
bactériostatique a été exercée aussi contre B. cereus avec des meilleures zones inhibition
pendant les mois de Juin (14 £ 0 mm) et Janvier (8 = 0.70 mm) pour les extraits acétonique et
hexanique, respectivement. Pour les autres souches bactériennes testées les extraits bruts n’ont

montré aucun effet inhibiteur.

Concernant la levure Candida albicans, les deux extraits ont un effet inhibiteur remarquable
au mois de janvier (14.5 £ 0.70 mm) pour I’extrait hexanique et au mois de mai (16.25 +0.70

mm) pour I’extrait acétonique.

Mots clés : Algue brune, Cystoseira stricta, Extraits, Pouvoir antimicrobien.

Abstract

This study aims to evaluate the antimicrobial potency of both acetone and hexane
extracts of brown seaweed Cystoseira stricta which belongs to the family of Sargassacées.
This species was collected during twelve months of the Algerian west coast, more precisely
the range of Madrid. The six bacterial strains tested were Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Bacillus cereus and

Staphylococcus aureus with a yeast Candida albicans.

The results showed a remarkable inhibitory action of acetone extract against the Gram
positive bacterium S. aureus during the month of March (18.5 + 2.12 mm), April and July
(15.5 £ 0.70 mm) and June (14 £ 0 mm). For the month of May, the hexane extract showed

inhibition 8 = 1.41 mm area for the same strain. The bacteriostatic action was also brought



against B. cereus with better inhibition zones during the month of June (14 + 0 mm) and
January (8 £ 0.70 mm) for acetone and hexane extracts, respectively. For other bacterial

strains tested extracts showed no inhibitory effect.

For the yeast Candida albicans, the two extracts have a remarkable inhibitory effect in
the month of January (14.5 £ 0.70 mm) for the hexane extract and the month of May (16.25 +

0.70 mm) for the acetone extract.
Keywords: brown seaweed, Cystoseira stricta, Extracts, antimicrobial power.
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Résumé

Cette étude a pour but d’évaluer le pouvoir antimicrobien de deux extraits acétonique et hexanique d’une algue brune
Cystoseira stricta qui appartient a la famille de Sargassacées. Cette espéce a été récoltée durant douze mois de la cote ouest
Algérienne, plus exactement la plage de Madrid. Les six souches bactériennes testées sont Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus avec une levure

Candida albicans.

Les résultats obtenus ont montré une action inhibitrice remarquable de I’extrait acétonique contre la bactérie a Gram
positif S. aureus durant les mois de Mars (18.5 + 2.12 mm), d’Avril et Juillet (15.5 = 0.70 mm) et Juin (14 + 0 mm). Pour le
mois de Mai, I’extrait hexanique a montré une zone d’inhibition de 8 + 1.41 mm pour la méme souche. Cette action
bactériostatique a été exercée aussi contre B. cereus avec des meilleures zones inhibition pendant les mois de Juin (14 £ 0
mm) et Janvier (8 = 0.70 mm) pour les extraits acétonique et hexanique, respectivement. Pour les autres souches bactériennes
testées les extraits n’ont montré aucun effet inhibiteur. Pour la levure Candida albicans, les deux extraits ont un effet
inhibiteur remarquable au mois de Janvier (14.5 + 0.70 mm) pour ’extrait hexanique et le mois de Mai (16.25 +0.70 mm)

pour I’extrait acétonique.

Mots clés : Algue brune, Cystoseira stricta, Extraits, pouvoir antimicrobien.
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Abstract

This study aims to evaluate the antimicrobial potency of both acetone and hexane extracts of brown seaweed Cystoseira
stricta which belongs to the family of Sargassacées. This species was collected during twelve months of the Algerian west
coast, more precisely the range of Madrid. The six bacterial strains tested were Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Bacillus cereus and Staphylococcus aureus with a yeast Candida albicans.

The results showed a remarkable inhibitory action of acetone extract against the Gram positive bacterium S. aureus
during the month of March (18.5 £ 2.12 mm), April and July (15.5 £ 0.70 mm) and June (14 £ 0 mm). For the month of May,
the hexane extract showed inhibition 8 + 1.41 mm area for the same strain. The bacteriostatic action was also brought against
B. cereus with better inhibition zones during the month of June (14 + 0 mm) and January (8 £ 0.70 mm) for acetone and
hexane extracts, respectively. For other bacterial strains tested extracts showed no inhibitory effect. For the yeast Candida
albicans, the two extracts have a remarkable inhibitory effect in the month of January (14.5 + 0.70 mm) for the hexane
extract and the month of May (16.25 + 0.70 mm) for the acetone extract.

Keywords: brown seaweed, Cystoseira stricta, Extracts, antimicrobial power.



udla

Alalall Gl 5 ¢y it (30 OS il s Saall lalins Ll i ) Al 538 g
e B DA e sl 10 pen o508 5 ol L) Alile 1) i S S |y i 3y el
8diaal) Sl VB jale e bl (e (331 s e g il el padl dalill (e ) e
Banadil (o) (o€ 58 5 a1 480 311 ey 1) gl i b 0 A5 Y1 o Al
Sl 1305 58 5 pseal) 5 An 3l A3 giall oy oSl 5y anl

5osSall L Sl i ) Al ) sind) (g s pale Aadial) Jae 3 ga g geilidl) <yl
PR +14 20.0 (0)23250.7215.5) ae( Ssais Gt #18.5). (202,12 Alliisall 45 saial
Yool el

Lyl dulee (DA (po A sl ilial il &y emall Apnalll U S0 sy Lo Ll
YL Ll (BN 0 9iS el (a0 0,758 ) 5 (0 0.0£14 ) sl sed (B OsinY) paliiud
i ) malial (5 AN 4 i)

(0.75 £14.5 ) S 58 e i Uagala Jasia 5l Led uilSull T €3 jpedll Ll
st el (sl aliiiad (ae0.70:£16.25) 5 GleSel) (aliiv

Cldlaan ¢ Gl g y3a b ¢ US) s | ypes stspes ey paal) ladall Ao 1) clall

Lyl



