REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
(a—lad) Cal) g —dlall o laill B ) 3y
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE
o) gL PR . isala
UNIVERSITE AMAR TELIDJI LAGHOUAT

PRPRL S5 T SN
FACULTE DES SCIENCES

L sl
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

Memoire
En vue de [’obtention du diplome de Master
Filiere : Sciences Biologiques

Option : Microbiologie environnementale et
infectieuse

THEME

Etude de Pactivité antimicrobienne des extraits

organiques de I’algue marine rouge Asparagopsis armata

Présenté par :

M"™ TAKHI Kheira
M" BERKANE Ryma

Devant le jury :
Président : Ziane Mohammed, Maitre de Conférences Classe B. Université Ain Témouchent

Rapporteur : Gouzi Hicham, Maitre de Conférences Classe A, Université de Laghouat.
Co-Rapporteur : Chaibi Rachid, Maitre de Conférences Classe B. Université de Laghouat.
Examinateur: Messaoudi Omar, Maitre Assistant Classe A, Université de Laghouat.

Juin 2016.




* %% @efd‘icdce Xk

En premier je remercie (e bon Dieu le tout puissant
. pour le courage et [a volonté pour ma réussite.
Je dédie avec plaisir et le respect ce modeste mémoire
a:
o . ¢
“. Mes chers parents pour leurs.amour, sacrifice et le

soutien soutenus Mofiamed Nasreddine et Fatifa.
Mes grands-méres que le Dieu les garde.
\ Les dmes de mes grands péres Dieu ait ses esprits.

Toute ma faille paternelle et maternelle
| y Takhi et Rezzouy.

P
es Soeurs li‘oum W aria et ma ]umellé
K uﬁa aves mes meilleurs veux, </

de re‘u’}t <

Mes fréres A mec{ Amine et Mahmoud. "N

ﬂ fiamieé Kiboub Youcef Islame et toute sa famille.
Mems collegues de la promotion 2016. . __

" )

[\ (=

N7

r






( *kk @e’d‘wace ke k

"\’

2 | ’/ g ’
k )
‘\\ j Je dédie ce travail,
. Tout d'abord & mes parents Nac?ﬁtft Bachira
" <.,

_ N o/
qui m’ont ‘Soutenu tout au long de mes études
S e
par leur dévouement et ?l‘@tf(ﬁl. -
- A mon fiancé Nabil |

A ma seeur Zina

A mon frére Fareés




REMERCIEMENTS

Nous tenons tout d’abord a remercier profondément Monsieur GOUZI Hicham, professeur
a ["université AMAR Thelidji de Laghouat, de nous avoir prendre en charge sous sa
responsabilité, pour mener a bien ce travail si précieux, sous sa direction et ces orientations
fructueuses, son soutien et disponibilité. qui ont fait preuve a la fois d une grande patience,
gentillesse et d’un esprit responsable, critique et rigoureux;

Aussi nos sincéres remerciements vont également a Monsieur Rachid Chaibi, chef de
département, sciences de la nature de la vie, pour tout efforts fournis, en vue de nous
faciliter Caccés au laboratoire de recherche du département , placé sous sa responsabilité.

Sans oublier de remercier Mr Hadjoudja responsable du labo, pour ses bienveillantes
orientations en matiére de matériels, disponibilité, préservation et utilisation.

Egalement nous somme pratiquement redevable aux ingénieurs du laboratoire, pour leurs
aides et assistance non négligeables et inoubliables.

Nous exprimons nos sincéres reconnaissances et remerciements, d nos docteurs et professeurs
de notre université, pour leurs bonne prise en charge, leurs patience, aussi pour tout efforts
et sacrifices consenties, en vue de nous assurer une bonne compréhension et assimilation,
tous le long de nos études universitaire a ce jour.

Les régles de bienséance exige que nous exprimons notre gratitude, aux personnes qui, de
diverses fagons et a différents moments, nous ont apporté leurs aides et leur soutien,

Nous souhaitons exprimer notre gratitude aux membres du jury qui nous ont fait [ honneur
de juger ce travail.



Résumé

Ce travail s’intéresse a la valorisation biologique d’une algue marine rouge Asparagopsis armata de la
cote de Mostaganem (Salamandre). Différents extraits de cette algue ont été testés pour leurs pouvoirs
antimicrobiens. L’activité antimicrobienne est déterminée par deux méthodes de diffusions (puits et disques) des
extraits acétonique, héxanique et méthanolique sur la croissance des souches bactériennes pathogénes Gram
négatif (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae) et Gram positif (Staphylococcus
aureus et Bacillus cereus) et une souche fongique (Candida albicans) responsables des maladies humaines.

Les extraits héxanique et méthanolique sont plus actifs sur les bactéries Gram positif que sur les bactéries
Gram négatif. Par contre, ces derniéres sont fortement inhibées que par ’extrait acétonique. Parmi les extraits
testés, seul I’extrait méthanolique a I’activité antifongique la plus élevée sur Candida albicans.

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des extraits héxanique, méthanolique, acétonique
d’Asparagopsis armata ainsi déterminée sont comprises entre 1 a 3 mg/ml.

L’algue Asparagopsis armata est une source naturelle prometteuse de substances antimicrobiennes qui
peuvent utilisées dans le domaine pharmaceutique.

Mots clés : Algue rouge, Asparagopsis armata, solvant, extraction, Activité antimicrobienne, CMI.

Abstract

This work focuses on the biological recovery of a red algae Asparagopsis armata of the coast of
Mostaganem (Salamander). Various extracts of this algae were tested for their antimicrobial powers. The
antimicrobial activity is determined by two methods of diffusion (wells and discs) of acetone extracts, hexane
and methanol on the growth of Gram-negative pathogenic bacterial strains (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae) and Gram positive (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Micrococcus luteus ) and a fungal strain(Candida albicans) responsible for human diseases.

The methanol and hexane extracts are more active against Gram-positive bacteria than Gram-negative
bacteria. On the other hand, they are strongly inhibited by the acetone extract. Among the extracts tested, only
the methanol extract was the highest antifungal activity against Candida albicans.

The Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) of hexane extracts, methanol, and acetone of
Asparagopsis armata so determined are 1 to 3 mg/ ml.

The Asparagopsis armata algae is a promising source of natural antimicrobial substances which may be
used in the pharmaceutical field

Key words: Red algae, Asparagopsis armata, solvent, extraction, antimicrobial activity, MIC.
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Introduction

Les microorganismes pathogénes sont responsables de plusieurs maladies épidémiques
et pandémiques. Des lors, la quéte des substances anti-infectieuses est devenue un intérét de
santé publique. A partir d’une succession d’observations et de travaux de nombreux
chercheurs dont Pasteur, Joubert, Duchesne puis Fleming, la quéte a abouti a la découverte
des antibiotiques (Rosset, 2003).

L’avénement de ces nouvelles molécules au lendemain de la seconde guerre mondiale
fut un avantage important pour I’Homme dans cette lutte contre les maladies infectieuses.
Elles ont permis de sauver de nombreuses vies. Ainsi I’introduction des antibiotiques en
thérapeutique a fait progresser 1’espérance de vie de ’'Homme de plus de dix années, sans
doute plus qu’aucun autre traitement médical (McDermott et Rogers, 1982).

Aprés moins d’un demi-siécle d’existence, ce brillant tableau affiché par ces anti-
infectieux s’assombri progressivement. Durant ces 30 derniéres années, les infections
microbiennes sont devenues récurrentes du fait de [D’apparition progressive des
microorganismes pathogénes résistants aux antibiotiques. La surconsommation des
antibiotiques a aidé ces microorganismes dotés d’un incroyable pouvoir d’adaptation a
prendre progressivement le dessus sur les antibiotiques (Duchesne, 1997).

Par ailleurs, cette situation pourrait aussi s’expliquer par la réduction de la recherche en
antibiothérapie depuis les années 1980. La mise sur le marché de nouvelles molécules
antimicrobiennes par les firmes pharmaceutiques s’est appauvrie progressivement depuis cette
période (Bush, 2004).

En raison d'une demande croissante dans la recherche de nouveaux médicaments
d’origine naturelle ou il y a une grande variété d’organismes végétaux parmi eux les algues
marines. (Gonzalez del Valle et al.,, 2001). Ces derniers sont des organismes
photosynthétiques, ainsi qu’elles comprennent 20 000 a 30 000 especes dans le monde, soit
18% du régne végétal. Les algues sont riches en métabolites qui peuvent étre des composés
bioactifs (Tuney, 2006; Al-Mola, 2009; Rajasulochana et al., 2009a). Ce sont donc une
source potentielle et prometteuse d'agents pharmaceutiques d’activités biologiques des algues
sont trés diverses : antimicrobiennes, antioxydantes, anti-inflammatoires, cytotoxiques, ainsi
que d'autres activités. (Chbani et al, 2011).

Harder (1917) fut le premier a mettre en évidence des substances
antimicrobiennes sécrétées par les algues (Salvador et al., 2007; Shanmughapriya et al.,
2008). Toutefois, les agents antimicrobiens dans les extraits d'algues ne sont explorés que

depuis les années 1950 (Kajiwara et al., 2006). De nombreuses especes d’algues marines
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possedent des substances bactéricides ou bactériostatiques. Parmi ces substances les terpénes,
les phlorotannins, les stéroides, les composés phénoliques, les cétones et les alcanes
halogénés, les polysulfures cycliques, les acides gras et 1’acide acrylique (Mtolera et
Semesi, 1996; Taskin, 2007; Shanmuga Priya et al., 2008; Patra et al., 2009) sont décrits du
genre Asparagopsis. Cette algue marine rouge appartienne aux membres de la famille des
Bonnemaisoniaceae qui possédent des cellules spécialisées (Womersley, 1998 ; Young, 1977)
typiquement connues comme veésicule ou des glandes cellulaire (Paul et al., 2006).

Plusieurs travaux ont montré que les extraits organiques de 1’algue rouge Asparagopsis
prévenants de différentes régions marines ont des activités antibactériennes, antifongiques,
antioxydantes, cytotoxiques, anticancéreuses et antiparasitaires (Bensaada et Faltane ; 2015).

D’aprés nos connaissance, la biomasse algale des cbtes marines Algériennes n’as pas
encore était exploité comme source potentielle d’agent antimicrobien.

Récemment, Mostefoui. F; Abdellaoui. A, ont trouvé que les extraits d’algue
Asparagopsis récoltée de la région de Mostaganem ont une activité antifongique sur 1’espéce
de Fusarium graminearum (Mostefoui et Abdellaoui, 2015) et également a un effet
antibactérien considérable (Benyahia et Bentaher, 2015).

Pour cela, I’objectif du présent travail est de mettre en évidence in vitro les propriétes
antimicrobiennes, des extraits méthanoliques de I’espéce d’algue marine : Asparagopsis
armata de la c6te de Mostaganem (Algérie) sur des souches pathogenes pour ’homme.

-La premiére partie de ce document est consacrée a une synthése bibliographique sur les
algues marines, ainsi qu’un apergu sur les composés phénoliques en général et ceux des
algues marines en particulier. L’activité biologique antimicrobienne de ces composés est aussi
évoquée.

-La seconde partie du manuscrit est consacrée a la partie expérimentale, a savoir :

» Extraction des composés organiques a partir de I’espéce d’algue marine Asparagopsis
armata.

> Evaluation de leur activité antimicrobienne de I’extrait de cette algue préparé a I’aide
de trois solvants organiques (Acétone, méthanol et hexane) vis-a-vis des bactéries
Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae),
Gram positif (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus) et une
levure (Candida albicans) en utilisant deux méthodes de diffusion sur milieu Mueller-
Hinton (meéthode de puits et méthode de disques)

» la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

- Enfin la troisiéme partie présente les résultats obtenus ainsi que leurs discussions.
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Chapitre 1 Aspects généraux sur la biologie des algues

1. Généralités sur les algues marines

Les algues marines sont des plantes primitives qui poussent en abondance
dans des eaux de mers allant jusqu'a 180 metres de profondeur, dans les estuaires
et dans les eaux stagnantes (Kumar et al.,, 2009; Manivannan et al., 2009). Les
algues sont utilisées depuis longtemps comme nourriture, engrais et en médecine
comme source de médicaments (Manivannan et al., 2008; Shanmugam et Palpandi,
2008; Manivannan et al., 2009). L'utilisation des algues marines dans I'alimentation
humaine fait partie du style de vie de plusieurs pays d'Extréme-Orient et du
pacifique, notamment au Japon. En moyenne, les Japonais consomment 1,4 kg
d’algues par  personne annuellement (Burtin, 2003 ; Ganesan et al., 2008 ; Karacalar et
Turan, 2008).

Aujourd'hui les algues sont la matiére premiere pour de nombreuses productions
industrielles comme l'agar, les alginates et les carraghénanes (Manivannan et al.,
2008; Shanmugam et Palpandi, 2008; Manivannan et al., 2009), mais elles continuent a
étre largement consommées comme aliments dans les pays asiatiques (Manivannan
et al., 2008; Manivannan et al., 2009).

2. Definition et position dans le regne végetal

Les algues sont des étres vivants appartenant au regne végétal. Elles constituent
un ensemble hétérogene, souvent défini d’une maniére négative, c’est-a-dire absence
de racines, de tiges et de feuilles (Gayral, 1975). Leur organisation rudimentaire les fait
classer a la base de la série végétale parmi les Cryptogames, et plus précisément dans
le vaste groupe des Thallophytes. L’ensemble du groupe algal est caractérisé par
la présence d’un pigment vert: la chlorophylle . L’eau est le milieu normal pour la
vie des algues. Ce sont donc des: « Thallophytes eucaryotes, chlorophylliens et
aquatiques (Naegelé, 1967).

3. Structure des algues
3.1. Les algues unicellulaires

Ce sont les seules protistes eucaryotes autotrophes car dotés de chloroplastes et

pratiquant la photosynthése. Les algues unicellulaires se différencient par la nature de
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leurs pigments, la présence ou I’absence d’une paroi, le nombre et la disposition des
flagelles (Guy, 2007). Les algues unicellulaires se multiplient couramment par division
binaire, leurs dimensions moyennes de quelques micrométres (Davet, 1996). La plupart
des algues unicellulaires ou formant de petites colonies appartiennent a 1'un des sept
embranchements suivants : Euglénophytes, Dinophytes, Bacillariophytes, Xanthophytes,
Chrysophytes, Cryptophytes et Prymnésiophytes. (Nabors, 2009).

3.2. Les algues pluricellulaires

Trois embranchements Phéophytes, Chlorophytes et Rhodophytes renferment les

algues pluricellulaires présentant un degré de différenciation cellulaire et une
organisation des types cellulaires. Alors que de nombreuses especes unicellulaires sont
présentes chez les Chlorophytes et les phéophytes, les Rhodophytes sont trés largement
pluricellulaires, la reproduction sexuée est la regle dans ces trois embranchements et de
nombreuses espéces ont des cycles de vie complexes impliquant une alternance de
génération dans de tel cycle de vie, deux formes alternant: une forme diploides,
reproductrice de spores, appelées Sporophytes, et une forme haploide productrice de
gametes appelées Gamétophytes. (Alayse, 1997)

4. Distribution et classification des algues

La masse principale de la végétation marine est formée par les algues
(Naegelé, 1967). Quelques genres seulement de Phanérogames, de Bryophytes et de
Lichens, participent pour une part relativement faible, au peuplement végétal des milieux
aquatiques (Gayral, 1975). Les algues marines peuvent étre planctoniques (Naegelé,
1967; Gayral, 1975; Barsanti et Gualtieri, 2006; Barsanti et al., 2008), comme c'est le
cas des espéces microscopiques qui, passives ou douées de mobilité, se
maintiennent en flottaison dans 1’eau et constituent le phytoplancton (Gayral, 1975).

Elles peuvent étre benthiques (Naegelé , 1967; Gayral, 1975; Barsanti et
Gualtieri, 2006; Barsanti et al., 2008), ce sont des algues de plus grandes tailles,
flottantes ou fixées, constituant 1’essentiel de la végétation benthique (phytobenthos)
(Gayral, 1975). Les algues benthiques peuvent pousser sur des pierres (épilithiques), sur
la boue ou du sable (épipeliques), sur d'autres plantes (épiphytes) ou sur des animaux

(épizootiques) (Barsanti et Gualtieri, 2006 ; Barsanti et al., 2008).
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Les algues peuvent adopter plusieurs classifications. Parmi celles- ci, les
classifications s’épaulant sur la composition pigmentaire et la distribution dans ’eau. En
se basant sur la composition pigmentaire nous avons les groupes suivants :

e Lesalgues vertes (Chlorophytes)

Les Chlorophycophytes comptent environ 10 000 especes. Ce groupe est tres
homogéne en ce qui concerne la composition pigmentaire et le métabolisme
glucidique. Toutes les algues appartenant a cet embranchement renferment les
chlorophylles a et b, du B-caroténe et des oxycarotenes (Bezanger et al, 1990).

e Les algues brunes (Phéophytes)

Ce sont des algues de couleur brune ou olivatre, jamais unicellulaires, a
appareil végétatif souvent complexe. Les cellules, uninucléées, renferment des plastes
(phéoplastes) pourvus de chlorophylles a et c et des quantités notables de caroténoides
(fucoxanthine en particulier) (Ozenda, 2000).

e Les algues bleues (Cyanobactéries)

Ces organismes, unicellulaires ou pluricellulaires, ont longtemps été inclus
dans les algues et nommés algues bleues en raison, en particulier, de leur habitat
aquatique. 11 est actuellement admis que leur ultrastructure, de type procaryote, indique
une parenté certaine avec les bactéries, justifiant le terme de Cyanobactéries qui leur est
désormais appliqué. Ce sont des organismes formés de cellules ou de filaments
microscopiques, mais qui se développent souvent simultanément pour constituer soit
des colonies visibles a 1’ceil nu soit des populations trés importantes formant des “fleurs
d’eau” exploitées depuis longtemps dans certaines régions (spirulines au Tchad ou au
Mexique, par exemple) (FAO, 1987 ; Donadieu, 1985).

e Les algues rouges (Rhodophytes)

L’origine de ce groupe de plus de 7000 espéces de Rhodophytes (Peter, 2011). Il
existe moins de 100 especes différentes d’algues rouges dans 1’eau douce (Nabors, 2009).
Les algues rouges constituent I’embranchement des Rhodophyta (dans la nouvelle
classification, elles deviendraient un régne a part entiére dans le domaine Eukarya).
(Tortora, 2003). Sont particulierement abondantes dans les eaux tropicales et chaudes,

mais on en trouve aussi beaucoup dans les régions plus froides du globe. La grande
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majorité des algues rouges sont des algues marines macroscopiques et leur structure est
plus complexe (Peter, 2003). Cette lignée est dépourvue de flagelles et de centrioles et
possede des pigments photosynthétiques bien adaptés pour absorbés la lumiere verte qui
pénétre dans les eaux profonds, ou les algues rouges sont bien représentées. (Peter, 2003).
Peuvent aller d’une taille microscopique aux lames de 2m (Peter, 2011). Les
Rhodophycophytes ont une couleur rouge plus ou moins nette, due a la présence dans leur
appareil plastidial de la phycoérythrine. Dans les cellules de ce groupe, les réserves
glucidiques figurées sont des grains de rhodamylon (amidon extraplastidial) colorable en
brun et non en bleu par 1’iode (Gayral, 1975).

La plupart des algues rouges possédent un thalle finement découpé et peuvent vivre
a de plus grandes profondeurs océanique que les autres algues. Les thalles de quelques
algues rouges forment des revétements croutés sur les roches et les coquillages. Les
pigments rouges permettent a ces algues d’adsorber la lumiére bleue, qui pénétre plus

profondément dans la mer (tortora, 2003).

Pourcentage d'éclairement par rapport
a la surface
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Figure 01 : Zonation verticale des macroalgues marines (Cormaci et Furnari, 2005).

La chlorophylle absorbe surtout les radiations rouges et puisque celles-ci ne
pénetrent plus en profondeur, les algues vertes ne peuvent plus vivre. Au contraire les
algues qui croissent en profondeur, les Rhodophycées en particulier utilisent gréace a leurs
pigments les radiations qui pénetrent plus profondément (Dejean-Arrecgros et Pierre,
1977).
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5. Compositions bioactives des algues marines
5.1. Phlorotannins

Les phlorotannins sont des composés phénoliques, qui été identifiés a partir de
plusieurs familles d'algues brunes, telles que les Alariaceae, les Fucaceae et les
Sargassaceae. Beaucoup d'études ont prouvé que les phlorotannins sont le seul groupe
phenolique détecté en algues brunes et peuvent constituer jusqu'a 15 % de leurs poids sec.
Les phlorotannins sont les composants fortement hydrophiles avec une large gamme de
taille moléculaire entre 126 et 650 kDa (Sathya et al., 2013). En outre, il a été rapporté
que les Laminariaceae sont plus riches en phlorotannins comparés a d'autres algues
marines (Kannan et al, 2014).

Les phlorotannins ont plusieurs activités biologiques salutaires de santé, y compris
I'activité antioxydante qui est fortement liée aux cycles de phénol qui agissent en tant que
piéges d'électron pour éliminer les peroxydes, aux anions de radicaux d'hydroxyle.
(Sathya et al., 2013).

5.2. Polysaccharides sulfatés (SPS)

Les algues marines sont la source la plus importante de SPS non animal et la
structure chimique de ces polymeres change selon I'espéce d'algues. La quantité présente
de SPS s'avere différer selon les trois divisions principales des algues marines,
Chlorophyceae, Rhodophyceae, et Phéophyceae. Les principales SPS trouvées dans les
algues marines incluent des fucoidan et des laminarans d'algues brunes et du
carraghénanes des algues rouges, et ulvan des algues vertes L'activité antioxydante du
SPS dépend de leurs dispositifs structuraux tels que le degré de sulfatage, de poids
moléculaire, de type du sucre majeur, et d'embranchement glycosidiques. Par exemple, le
SPS a faible poids moléculaire montre une activité antioxydante efficace que SPS de
poids moléculaire élevé. En outre, le SPS des algues marines sont connus pour étre des
extracteurs et des antioxydants de radicaux libres importants pour la prévention des
dommages oxydants, qui sont un contribuant important dans la carcinogénese (Li et Kim,
2011 ; Kannan et al., 2014).
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5.3. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments organiques tétraterpenoid, ce sont synthétisé
naturellement au niveau des chloroplastes et des chromoplastes des plantes et quelques
autres organismes photosynthétiques comme les algues, quelques types de mycéte et
bactéries. Les caroténoides communs, comme la lutéine, I'astaxanthine, et la zéaxanthine,
sont connus comme xanthophylles mais le fucoxanthine et I'astaxanthine (sont les
constituants principaux des caroténoides d'algues marins. Le fucoxanthine est lI'un des
caroténoides marins le plus abondants, et contribue plus que 10 % de toute la production
estimée des caroténoides en nature, spécialement dans I'environnement marin
(Rengasamy et al., 2014). C’est une xanthophylle, de la formule C4,Hs506, Se trouvant
comme pigment accessoire dans les chloroplastes des algues brunes, par exemple,
Sargassum siliquastrum en leur donnant une couleur brune ou verte-olive (Wijesinghe et
al., 2012).

5.4. Peptides

Il 'y a une grande évidence suggérant que l'algue est dérivée des protéines et des
fragments de peptide qui peuvent exercer des effets biologiques in vitro et in vivo. Les
peptides bioactives peuvent étre produits par des réactions hydrolytiques en utilisant des
diverses protéases.

La structure primaire des protéines naturelles se compose de certaines séquences
d'acide aminé qui ont la capacité d'exercer les avantages physiologiques dans les étres
humains. Ce genre de peptides est inactif dans la séquence de la protéine parentale et peut
étre libéré dans différentes maniéres telles que 1’hydrolyse par les enzymes digestives et
par les micro-organismes proteolytiques.

Récemment les peptides marins ont ouvert une nouvelle perspective dans le
développement pharmaceutique. Les protéines et les peptides biologiquement actifs ont
été isolés non seulement dans les animaux marins, mais également dans les algues. En ce
qui concerne les potentialités nutraceutiques et pharmaceutiques, différents protéines et
peptides avec diverses bioactivités ont été découverts.

Quelques espéces rouges ou vertes d'algue contiennent une quantité de protéines
considérablement élevé. Cependant, I'extraction de la protéine de la plupart des algues est

difficile en présence de grandes quantités de polysaccharides dans les cloisons cellulaires,
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tels que des alginates de phéophycées ou les carraghénanes de certains Rhodophycées
(Wijesinghe et Jeon, 2012).
5.5. Acides gras polyinsaturés (AGPI)

Les phospholipides et les glycolipides sont les principales classes de lipides
présents dans les algues. Lorsque la température de I'environnement diminue, les algues
peuvent accumuler des acides gras polyinsaturés (AGPI). Les espéces qui vivent dans les
régions froides contiennent plusieurs AGPI que les espéces vivant dans des températures
plus élevées. AGPI a chaine longue font partie de I'entretien de la santé de I'hnomme et ils
ne sont synthétises que par les plantes. Ces lipides sont constitués d'au moins 20 atomes
de carbone avec au moins deux doubles liaisons.(Chojnacka, 2012).

5.6. Fucostérol

Tous les eucaryotes contiennent universellement grandes quantités (20 a 30 %) des
stérols plus élevées dans leurs membranes plasmiques. Les régnes eucaryotes ont
différents stérols plus élevées pour leur armature de membrane, tels que le cholestérol
chez les animaux, I'ergostérol dans les champignons et le phytostérol chez les plantes.
Les phytostérols (stérols végétaux) sont des triterpénes.

Fucostérol est un phytostérol trouvé dans les algues brunes bien reconnu pour ses
activités biologiques bénéfiques pour la santé, tels que, les antioxydants, réduction du
cholesteérol, et des activités antidiabétiques. (Li et Kim, 2011).

5.7. Sels minéraux

Les algues sont une source riche en minéraux. Leur contenu dans la biomasse est
parfois aussi élevée que 40%. Ceci est di a I'accumulation des ions métalliques de l'eau
salée par les algues et la concentration des substances, comme les sels de carbonate, dans
leurs thalles.

Quand les chercheurs ont examine la teneur en minéraux dans les algues récoltées
sur les plages japonaises, ils montrérent que les ions de concentrations plus élevées sont
le potassium (2,71 g/ L), le magnésium (0,19 g / L) et le calcium (0,16 g / L) qui ont été
détectés dans I’extrait de Sargassum ringgoldianum. Codium fragilea été montré d’étre

une source riche d'ions de sodium (1,21 g / L). Kappaphycus alvarezii contient des
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niveaux élevés d'ions de magnésium (581,20 mg / I) et de calcium (460,11 mg / L)
(Chojnacka, 2012).
6. Composition et valeur nutritive des algues

Les algues sont caractérisees par une composition chimique riche et
prometteuse. L’analyse de la matiére séche révéle une richesse en protéines, glucides,
vitamines, oligoéléments et en pigments (chlorophylles, caroténoides, xanthophylles et
phycobilines) (Ismail et Hong, 2002 ; Duan et al., 2006 ; Donadieu, 1985 ; Ganesan et
al., 2008) ( tableau 01 et 02) ;
Tableau 01. Analyse globale moyenne des algues en général (Donadieu, 1985).

Analyse globale moyenne

Matiere organiques..........cc.c...... 15%
Matiére minérales .....ccceeeeueenen. 5%

Tableau 02. Analyse moyenne des matiéres seches (Donadieu, 1985).

Matiéres organiques (75%) Matieres minérales (25%b)

Glucides (609%0) :(Alginate, En grande quantité (Potassium, chlore,
carraghénanes, sodium, magnésium, soufre, iode, fer
fucosanes, gélose, laminarine et cellulose)  cuivre et manganése).

Protides (10%0) :(Aspartate, glutamate, En faible quantité (Aluminium, argent,
alanine, arginine, asparagine, cystéine, arsenic, barium, chrome, cobalt, Fluor,
glycine, histidine, etc...). nickel, or, plomb, sélénium et zinc).

Lipides (5%0).

Vitamines (Vitamine A, B1, B2, B3, B6,
B12, C, D, E et vitamine K).

Pigments (Chlorophylles, caroténes,
xanthophylles et phycobilines).
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8. Asparagopsis armata

Algue rouge caractérisée par deux stades morphologiquement différents au cours de
son développement, & savoir un stade gamétophyte et un stade tétrasporophyte ;
présentent des frondes touffues, rose pale, au contour pyramidal, atteignant parfois 30cm
de haut, Ses principaux stolons nus et cylindriques a la base mesurant 1 mm de large,
diversement ramifies ; le thalle porte tres nombreux ramules, surtout dans sa partie
supérieure, ce qui lui donne un aspect caractéristique d’Asparagus. Mais surtout présence
de rameaux inférieurs sont longs et épineux, et munis de crochets en forme de harpon, de

quelques centimetres de long trés caractéristiques figure 02 présence d’iode dans I’algue

attestés par le bleuissement du papier sur lequel on I’étale (Pitchamuthu et al., 2012).

Figure 02. La morphologie de I’algue rouge Asparagopsis armata. Photo : E. Talledo —
OCEANA (Otero et al., 2013).

8.1. Habitat

Asparagopsis armata a été décrite pour la premiere fois sur la cote ouest
australienne (Harvey, 1854) elle est également presente naturellement en Nouvelle-
Zélande (Laury ; 2014), I’espece est connue pour avoir été introduite dans le nord-est de
I’ Atlantique et devenue largement distribués en Europe et en Méditerranée dans les
années 1920). (Mineur et al., 2010)
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A. armata a été pour la premiere fois dans 1’hémisphére nord de I’ Algérie en 1923,
Cette algue se développe sur les fonds rocheux au niveau de 1’étage infralittoral, de la
surface jusqu’a 40m de profondeur. (Pacios ; 2011)

8.2. Taxonomie

Les algues rouges ou Rhodophyceées, sont tres diversifiées et regroupent entre 5000
et 6000 especes réparties dans environ 680 genres. Elles comprennent deux sous-
divisions, les Bongiophycées, et les Floridéophycées dont 1’organisation végétative (Van
den Hoek et al., 1995) est différente, Asparagopsis armata est une algue rouge marine
pluricellulaire, dont la taxonomie compléte est la suivante :

e Division : Rhodophyta.

e Classe : Rhodophyceae.

e Sous-classe : Florideophyceae.
e Ordre : Bonnemaisoniales.

e Famille : Bonnemaisoniaceae.
e Genre : Asparagopsis.

e Espece : Asparagopsis armata.

8.3. Reproduction

C’est le type le plus complexe observé chez les algues, car il y a généralement 3
générations : une génération gamétophytique dans laquelle les thalles males portent des
spermatocytes qui libérent chacun une simple spermatie dont le réle est de féconder le
gamete femelle. Les thalles femelles portent un appareil reproducteur tres complexe. Il
sert de base a la délimitation des ordres chez les Rhodophytes. Le gameéte femelle
(carpogone) est surmonté d’un trichogyne (long poil incolore captant les spermaties). Ce
carpogone n’est jamais libéré. Apres la fécondation du carpogone par les spermaties, une
deuxiéme génération (carposporophyte) se développe en parasite sur le gamétophyte
femelle ; il est formé de filaments (gonimoblaste). Le développement du gonimoblaste
peut avoir lieu directement a partir du carpogone ou indirectement a partir de cellules
auxiliaires. Le carposporophyte produit des carpospores qui donnent naissance & une 3°™

génération (tétrasporophyte) portant des tétrasporocystes. (Figure 03).




Chapitre 1 Aspects généraux sur la biologie des algues

C’est dans ces tétrasporocystes que le noyau subit une méiose aboutissant ainsi a la
formation de 4 spores typiquement haploides. En fonction de 1’orientation de 1’axe de la
mitose, la disposition des tétraspores dans le tétrasporocyste est cruciée, zonée, ou
tétraédrique. Le cycle de vie est donc de type trigénétique (3 générations : gamétophyte,
carposporophyte et tétrasporophyte). Les gamétophytes et tétrasporophytes stériles sont
soit morphologiquement semblable (cycle trigénétique isomorphe) soit tres différent
morphologiquement (cycle trigénétique hétéromorphe) de telle sorte qu’ils ont
généralement été décrits, a lorigine, comme des espéces différentes

(Falkenbergia=tétrasporophyte d’Asparagopsis) (Hachem et Kawas ; 2010).
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Figure 03. Le cycle de développement d’4sparagopsis armata.
8.4. Espéces similaires

Il est aisé de confondre les gamétophytes de I'Asparagopsis armata avec un autre
envahisseur florissant, I'Asparagopsis taxiformis (Figure 04), mais I'Asparagopsis
armata se distingue par la présence de crochets en forme de harpon. L'Asparagopsis
armata est capable de survivre et de prospérer dans des milieux plus froids que ceux de
I'A. taxiformis qui préfere les eaux beaucoup plus chaudes. L'ensemble du genre semble
étre doté d'un potentiel d'invasion élevé. Ces algues se dispersent avec les courants

marins en s'accrochant a des objets flottants.
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Asparagopsis taxiformis

Figure 04. La morphologie de 1’algue rouge Asparagopsis taxiformis .Photo : B.

Weitzmann, 2013
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Dans notre présent travail, nous avons choisis les différentes espéces microbiennes
multi résistantes aux antibiotiques qui peuvent étre isolées au niveau des plaies chirurgicales.
Parmi elles; les bactéries Gram positif (les Staphylocoques doré, Bacillus cereus,
Micrococcus luteus et Listéria monocytogenes) ; des bactéries a Gram négatif (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumonies) posent le probléme des
contaminations croisées ; et une levure (Candida albicans).

1. Notion de pouvoir pathogene

Une bactérie pathogene est une bactérie capable de provoquer une infection chez un
sujet sain apres la pénétration dans ’organisme vivant et la modification de structure
cellulaire d’un ou plusieurs tissus. On parle selon le pouvoir pathogéne en :

e Bactérie pathogenes

Ce sont les bactéries qui possedent des caractéristiques spécifiques leur permettant de
déclencher une infection. Ces caractéristiques représentent les facteurs de virulence : les
toxines, les hémolysines ....etc. la mobilité, 1’adhésion et le chimiotactisme bactérien sont
aussi considérés comme des criteres renforcant la virulence chez une bactérie pathogéne
(Chouder, 2006).

Le pouvoir pathogene dépend de ’espece bactérienne en cause, ainsi pour un méme
pouvoir pathogéne, il peut y avoir des souches plus ou moins virulentes, mais pas avec les
mémes doses, quelques bactéries suffisent pour développer une infection, alors que plusieurs
milliers sont nécessaires pour causer une infection (Pelmont, 1993).

e Les bactéries opportunistes

Les bactéries opportunistes ne donnent habituellement pas de maladie chez les sujets
sains. En revanche, elles peuvent devenir pathogénes chez les sujets aux défenses
immunitaires altérées. Se sont souvent des bactéries commensales qui vivent a la surface de la
peau et des muqueuses de I’homme, et des animaux, suite & un antibiotique ou
immunodépression elles vont proliférer (Chouder, 2006).

2. Les bactéries a Gram positif :

2.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus de la famille des Staphylococcaceae bactérie a Gram positif, se

présente sous ’aspect de coque en petits amas mesurant de 0.8 2 1um ou des grappes de
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raisins. Cette bactéries est immobile, non sporulée et aéro-anaérobie facultative. Elle fait
partie de la flore normale de corps humain (Daveries et al., 2005).

C’est un pathogéne opportuniste qui peut causer diverses maladies chez les humains,
allant des affections qui évoluent spontanément vers la guérison a des pathologies mortelles.
Cette bactérie est une des principales causes de toxi-infections alimentaires, résultant de la
consommation d’aliments contaminés par les entérobactéries. L’intoxication alimentaire par
les staphylocoques se caractérise par une période d’incubation de courte duré (1 a 6 heures, en
moyenne de 3) puis par des symptdmes varieés: nausées, vomissements, douleurs
abdominales, crampes et diarrhée, les symptdémes disparaissent habituellement aprés 24
heures. (Kayser et al., 2005). Les infections & S. aureus sont trés fréquentes et apparaissent
sous des aspects cliniques trés variés, elles peuvent étre a 1’origine d’infections cutanées
superficielles ou provendes (Avril et al., 1992).

Staphylococcus aureus résistantes au Méthicilline (MRSA) est la souche la plus connue
au milieu hospitalier a cause de sa résistance a I’antibiotique Méthicilline et d’autres types
d’antibiotiques (Batabyal et al., 2012). Les infections dues au MRSA présentent des
problémes sérieux pour les cliniciens, car les options thérapeutiques sont limitées et le
surdosage des antibiotiques contribues a une mortalité accrue et augmentation du taux a
I’hopital (Rybak et al., 2005).

Figure 05. Coloration de Gram des staphylococcus aureus.
(Prescott et al., 2010)

2.2. Bacillus cereus

Bacillus cereus de la famille des Bacillaceae ; sont des bacilles mésophiles, aéro-
anaérobies facultatif, mobiles, sporulés et les spores sont thermoresistantes, cet agent
pathogene peut étre isolé a partir des aliments, plantes, de 1’eau et du sol, mais ses capacités
d’adaptation lui permettent également de survivre dans le tractus intestinal des mammiféres et

des insectes (Paredes-Sabja et al., 2011)
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La croissance cellulaire avec un certain nombre dans I’aliment, Cet pathogeéne
opportuniste responsable de la production de toxines qui cause une toxi-infection alimentaire

chez ’Homme (Stenfors Armenas et al., 2008).
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Figure 06. Coloration de Gram des Bacillus cereus.

(http://www.sciencephoto.com)

2.3. Micrococcus luteus

Le Micrococcus luteus est une bactérie de la famille des Micrococcaceae qu'on retrouve
sur la peau, dans la bouche et les voies respiratoires supérieures des mammiféres, y compris
de I'nomme. C'est I'espéce de Micrococcus la plus courante et elle peut persister jusqu'a deux
ans et demi sur la peau humaine. Il ne s'agit pas d'une bactérie systématiquement pathogene
mais elle peut le devenir chez les personnes immunodéprimées. Le Micrococcus luteus peut
alors se rendre responsable d'abcés intracréniens, de pneumonie, d'endocardite, d'arthrite

septique ou encore de méningite.( Greenblat. C et al., 2004)
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Figure 07. Coloration de Gram des Micrococcus luteus.
(Greenblat. C et al., 2004)
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3. Les bactéries a Gram négatif
3.1. Escherichia coli

Il s’agit d’une Entérobactérie, bacille a Gram négative, lactose positif, gazogéne,
habituellement mobiles. La température optimale est de 37°C; C’est un hoéte normal de
I’intestin de ’'Homme et des animaux. Cette bactérie est utile parce qu’elle favorise la
production e certaines vitamines et dégrade certains aliments qui seraient autrement
impossible a digérer (Jafari et al., 2012).

Toutefois, il existe des souches virulentes qui causent des troubles quand elles croissent
dans les intestins. On soupconne que 50 & 85% des diarrhées sont dues a Escherichia coli
entérotoxinogenes. Les souches entéropathogenes Escherichia coli des adhésions qui se fixent
seulement a des types spécifiques de cellules de certaines régions de I’intestin gréle et apres
avoir adhérer aux cellules hotes, provoque ainsi I’endocytose ; ce qui permet sa pénétration
dans ces cellules et de s’y multiplier (Jafari et al., 2012).

E. coli est ’agent causal des inflammations touchant les reins par la destruction des

néphrons ce qui nuit grandement au fonctionnement de ces derniers (Perry et al., 2004).

Figure 08. Escherichia coli au microscope électronique.
(http://www.bacteriainphotos.com)

3.2. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa de la famille Pseudomonadaceae son nom liée a la production de
pigments hydrosolubles colorés en bleu (pyocyafine), en vert (pyoverdine). Les colonies ont
des reflets métalliques, une couleur a tendance fluorescente et dégagent une odeur floral.

P. aeruginosa sous forme de bacilles a Gram negatif, aérobies strict a flagelle polaire,

contenant de la pyocyanine, est exceptionnellement 1’agent de gastroentérites a partir



http://www.bacteriainphotos.com/
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d’aliments contaminés, elle posséde aussi au moins six toxines (entérotoxines, exotoxines A,
exoenzyme S, hémolysine, leucocidine et glycoprotéine) (Irving et al., 2005).

L’infection par ce germe est surtout chez les immunodéprimés ainsi que la présence de
P. aeruginosa en milieu hospitalier est responsable aux infections nosocomiales avec une
multi résistance aux antibiotiques (Irving et al., 2005).

Le pathogeéne opportuniste qu’est P. aeruginosa peut engendrer des infections urinaires,
oculaires ou pulmonaires et infecter des plaies profondes en entrainant un choc septique. En
fait, P. aeruginosa représente 1’'une des trois grandes causes d’infections opportunistes chez

I’homme (Delarras, 2007).
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Figure 09. Coloration de Gram des Pseudomonas aeruginosa
(http://www.sciencephoto.com)

3.3. Klebsiella pneumoniae

Les bactéries appartenant a 1’espéce Klebsiella pneumoniae de la famille des
Entérobactériaceae, sont des bacilles a Gram négatif, immobiles, non sporulés, anaérobies
facultatifs et appartiennent a la famille des Entérobactériaceae (El Fertas-Aissani et al., 2012)

Klebsiella pneumoniae est une espéce pathogéne opportuniste. Elle est fréquemment
rencontrée dans la nature : eau de surface, du sol, du bois et des vegetaux. Elle est présente
dans le tube digestif de I’homme et des animaux et elle est commensale des voies respiratoires
(Srinivasan et al., 2012). K. pneumoniae est un agent classique et majeur d’infection
nosocomiales en général, elle est 1’une des principales especes bactériennes impliquées dans
les infections urinaires (Ben Haj Khalifa et al., 2010 ; Struve et al., 2012). Elle fait partie du
groupe KES (Klebsiella, Enterobacter, Serratia) qui est d’une grande importance en clinique
hospitaliere (Nedjai, 2011).
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Les espéces Klebsiella pneumoniae sont a 1’origine d’infections survenant dans les
unités de soin intensifs (USI) (Carpentier et al., 2012). Elles peuvent également causer des
bactériémies, d’abces cérébral et des maladies chroniques comme la méningite.
Particulierement de deux types de toxi-infections alimentaires : le syndrome émétique et le
syndrome diarrhéique (Stenfors et al., 2008 ; Kassis-Chikhani, 2012).

.

Figure 10. Observation microscopique de Klebsiella pneumonies
(http://www.deniskunkel.com)

4. La levure : Candida albicans

Est un champignon (levure) de la famille des Sacchromycetaceae, pathogene
opportuniste qui existe en tant que commensal des animaux a sang chaud, y compris les
humains. Il colonise les surfaces muqueuses de la cavité buccale et vaginale et les tubes
digestifs et est aussi capable de provoquer une variété d’infections, en fonction de la nature de
I’hdte sous-jacent, par conséquent, les infections a C. albicans (candidose) sont tres peu
fréquentes chez les individus sains (Sudbery, 2011). Cependant, chez les patients
immunodéprimés, les infections du flux sanguin provoquent souvent la mort, malgré
I’utilisation de thérapie antifongique (Berman et Sudbery, 2002).

Nasution (2013) montre que cette espéce est la plus fréquente dans le cas des candidoses

orales.
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Figure 11. Observation microscopique des Candida albicans en étas de bourgeonnements
(Prescott et al., 2010).
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Matériel et méthodes
1. Matériel végétal

L’échantillon d’algue marine Asparagopsis armata étudiée a été récoltée en mois de Mars
2016 sur la cote rocheuses de la plage salamandre (position GPS 35°55°04.49 N ; 0°03446.80 E)

située a environ 3 km de la wilaya de Mostaganem (figure 12). L’échantillon est transporté au

laboratoire dans des sacs en polyéthyléne. Les photographies de I’espéce d’algue marine récoltée

sont présentées dans la photo 01.
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Figure 12. Station de la récolte de 1’algue rouge marine Asparagopsis armata (Wilaya de

Mostaganem ; Salamandre) (Google maps, 2016).

Photo 01. Photo de 1’algue marine rouge Asparagopsis armata a 1’état frais (Berkane & Takhi,

2016).
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2. Souches microbiennes

Les souches microbiennes utilisées dans cette étude proviennent de MNHN, de LAPRONA
(Tableau 03). Leur croissance est realisee a 37°C sur gélose Mueller-Hinton Agar (MHA bio
Meérieux) pour les souches bactériennes et milieu Sabouraud a 27°C pour la souche fongique

(Annexe ).

Tableau 03. Origines des souches utilisées dans les différents tests d’activité antibactérienne.

Staphylococcus aureus ATCC 6538 MNHN
Bacillus cereus % ATCC 25921 LAPRONA
Micrococcus luteus & ATCC 9341 MNHN
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853 MNHN
Escherichia coli =1 ATCC 8739 MNHN
Klebsiella pneumonia z IBMC Strasbourg MNHN

Candida albicans CIP 444 LAAPSAB-Tlemcen

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris) ; LAPRONA : Laboratoire des Produits Naturels (Université de
Tlemcen) ; ATCC : American Type Culture Collection ; IBMC : Institut de biologie moléculaire et cellulaire ; LAAPSAB-
Tlemcen : Laboratoire Antibiotiques Antifongiques Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique de 1’Université de Tlemcen.

3. Préparation des extraits d’algues

Les échantillons d’algue ont été rincés par 1’eau de mer afin d’éliminer les épiphytes, les
nématodes et toute autre matiére suspendue, et les crampons sont enlevés.et découpés en
petits morceaux, puis séchés a température ambiante et a 1’abri de la lumicre (photo 02 (A).
L’algue séchée est broyée a I’aide d’un mortier. (Photo 02 (B). 10 g de cette poudre sont
introduits dans des flacons en verre contenant 100 ml de solvants de polarité différentes
(méthanol, hexane et acétone), (photo 03).

Apres 24 heures de macération a température ambiante et sous agitation (250 rpm) le
contenu des flacons est filtré & I’aide du papier Wattman N°1. Les filtrats ainsi obtenus sont
évaporé a sec sous vide a 1’aide d’un évaporateur rotatif réglé a 45°C. Les résidus secs sont
récupéres dans du méthanol pour des concentrations finales différentes et seront stockés a +4 C°
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dans des tubes en verre hermétiqguement fermés jusqu’au moment de leur utilisation (Cho et al.,
2007).

Photo 02. Photo de I’algue marine rouge Asparagopsis armata (A) Algue séché ;(B) Algue
broyer. (Berkane & Takhi, 2016).
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Photo 03. Photo de la macération d’algue marine Asparagopsis armata
(Berkane & Takhi, 2016).

4. Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est déterminé par rapport de la poudre initial de 1’algue pour les

différents extraits en appliquant la formule suivante :

' P2-P1
Rendement d’extraction (%) = TR 100
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Avec :
P1 : poids du ballon vide.
P2 : poids du ballon apres 1’évaporation du méthanol.

PO : poids initial de la poudre végétal (10 g).
5. Test de sensibilité aux antibiotiques

Ce test a été réalisé pour étudier 1’antibiogramme standard des germes utilisés et le
comparer avec ’effet de nos extraits bruts. On a utilisé différents antibiotiques : Cefoxitine 30ug
(FOX), Gentamicine 10ug (CN), Acide Nalidixique 30ug (NA), Cefazolin 30ug (KZ),
Imipenéme 10ug  (IMI), Trimethoprim-Sulfamethoxazole 25upg (SXT), Amikacin 30ug
(AK), Nitrofurantoine 300ug (F), Amoxicilline 30pg (AML), Colistine 10ug (CT),
Ciprofloxacine 5ug (Clp), Fosfomycin 50ug (FOS), Céfataxime 30ug (CTX), Ticarciline+
Acide Clavulanigue 10pug (TIM75ug), Ampicilline 10 pg (AMP). Le choix des antibiotiques a été
fait en fonction de la disponibilité.

Les disques des antibiotiques sont déposés a la surface d’un milieu gélosé (Mueller-Hinton
Agar pour les souches bactériennes et Sabouraud pour la levure), préalablement ensemencé avec
un inoculum a 0,5 Macfarland (0,1 DO) des souches a étudier. La lecture fait apres 24 heures
d’incubation a 37°C pour les bactéries et apres 48 heures a 27°C pour la levure.

La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole qu’avec

les extraits d’algue rouge.
6. Tests antimicrobiens

Deux méthodes différentes sont employées pour 1’évaluation de 1’effet antimicrobien des
différents extraits bruts de 1’algue marine rouge Asparagopsis armata (Bouterfas et al., 2014).
La méthode de diffusion a partir d’un puits sur gélose Mueller-Hinton Agar et Sabouraud et la
méthode des disques qui permettent la mise en évidence de I’activité antimicrobienne des

différents extraits.
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7. Préparation des précultures

Les souches microbienne a tester ont été cultivées dans des boites de Pétri contenant du
milieu Mdueller-Hinton Agar et la souche fongique a été cultivée dans des boites de pétri
contenant du milieu Sabouraud. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, un inoculum pour chaque
suspension bactérienne et fongique d’une densité optique de 0.1 mesurée & 620 nm a été préparé

dans I’eau physiologique stérile.

8. Technique de diffusion en milieu solide
8.1. Méthode des puits

L’activité inhibitrice des différents extraits organiques d’Asparagopsis armata obtenus est
testée par la méthode des puits. Le méthanol 95% est utilisé comme témoin négatif. La lecture
des résultats s’effectue en mesurant le diamétre des zones d’inhibition qui se traduit par un halo
translucide autour du puits aprés 24 heures d’incubation a 37°C pour les bactéries et incubation a
30°C pendant 48h pour Candida albicans. Des aliquotes de 25, 35 et 50 ul de chaque extrait sont
introduits dans des puits de 6 mm de diamétre, dans la gélose Miueller-Hinton Agar
préalablement ensemencée par écouvillonnage avec I’inoculum de chaque bactérie a tester, et
dans le milieu Sabouraud pour la suspension fongique. Les diamétres des zones d’inhibition
seront alors mesurés a 1’aide d’un pied a coulisse.

Les résultats de I’inhibition des souches bactériennes et fongique par les différents extraits
organiques peuvent étre symbolisés par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis des
extraits d’algue (Ponce et al., 2003 ; Farid et al., 2012).

8.2. Méthode des disques

Avec une suspension microbienne pure fraichement préparée et ensemencée sur les milieux
gélosés. Nous imbibons un disque de papier Wattman stérile N°01 de 6 mm de diamétre avec 15
ul d’extrait puis nous les déposons sur la surface de gélose ensemencée ensuite les incubons
I’ensemble pendant 24 heures a 37 C° pour les souches bactériennes et pendants 48 heures a

27°C pour la levure.
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9. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La détermination des CMI est faite en utilisant la méthode de micro-dilution en milieu
bouillon Mueller-Hinton (Bouterfas et al., 2014).

Elle est réalisée pour les extraits organiques d’algue rouge Asparagopsis armata et
préparée dans des tubes a essai contenant préalablement 10 ml du milieu BHIB stérile. Chaque
tube est ensemencé avec 100 ul d’un inoculum de 24 heures (1 DOg2 nm). Une autre série de
tubes sans extrait, servant de témoin de croissance, a été préparé. Aprés une incubation de
24 heures a 37 °C, une seérie de boite de pétri contenant de la gélose Mieller-Hinton Agar est
ensemencé a 1’aide d’une anse de platine a partir de chaque dilution. Apres incubation des boites
de pétri a 37°C pendant 24 heures, la croissance des bactéries est comparée a celle du témoin. La
CMI est definie comme la plus petite concentration de produit pour laquelle aucune croissance

bactérienne n’est visible a I’ceil nu comparativement au témoin sans extrait d’algue.
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1. Rendement des extraits bruts

L’extraction est une étape trés importante pour 1’extraction et la caractérisation des
principes actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiere végétale, notamment le cas des
métabolites secondaires, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leur activités
biologiques diverses en particulier leur propriétés antimicrobienne. Nous avons utilisés des
solvants a polarité différentes (acétone, méthanol et I’hexane) pour la préparation des extraits a
partir de 1’algue marine Asparagopsis Armata afin de déterminer leur activité antimicrobienne
sur des souches pathogénes. Le rendement d’extraction obtenu avec les différents solvants
sont indiqués dans le Tableau (04).

Tableau 04. Résultats de 1’effet des solvants organiques sur le rendement d’extraction a

partir d’algue rouge Asparagopsis armata.

Hexane 1
Methanol 21.3
Acetone 28

30%
~ 25%
E’\? /]
= 20% O Hexane
é 15% @ Methanol
é 10% - O Acetone

5% -

0%

Les extraits organiques

Figure 13. Histogramme de rendement de 1’extraction.

A partir du Tableau (04) et la Figure (13), les résultats obtenus montrent que parmi les

différents extraits bruts, ’extrait d’acétone a le rendement le plus élevé (28%), suivi par le
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méthanol (21.3%). En revanche un faible rendement a été obtenu avec I’hexane comme
solvant d’extraction.

La variation du rendement d’extraction est due a 1’effet de la nature du solvant, la
composition chimique des algues qui dépend de I’espéce, selon le stade de développement, les
facteurs environnementaux, la localisation géographique des algues et les conditions
saisonnieres (Balboa et al, 2013).

1. L’activité antimicrobienne

2.1. Résultats de tests de sensibilité aux antibiotiques

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensibilité des souches vis-a-vis des
antibiotiques. Le Tableau (05) reporte les valeurs, en millimétre, des zones d’inhibitions

atteintes avec les différentes souches étudiées.

Tableau 05. Résultats de 1’antibiogramme des germes étudiés en présence de quelques

antibiotiques et I’antifongique Nystatin.

Antibiotiques

10,2 + 1,838 6,00 + 0,00

6,00 + 0,00 44 +0,00 6,00 + 0,00 55,5+ 0,707

13,245 + 0,304 6,00 + 0,00 6,00 + 0,00 42,08 + 0,593 6,00+0,00 56,75 + 1,06
27,0175 +

0,682
26,98 +0,664 22,77 +0,197 20,485+0,261 23,185+0,53 26,085+0,021 38,91+0,82

21,01 +0,127 6,00 + 0,00 17,55+0,325 11,095+0,304 17,99+4,228 6,00+ 0,00

6,00 + 0,00 6,00 + 0,00 6,00+0,00 18,05+0,763 6,00£0,00 24,275+0,31

AMP : Ampicilline 10 pg ; AML: Amoxicilline 30 g ; CN : Gentamicine 10ug ; NA : Acide Nalidixique 30 pg ; IMI :
Imipenéme 10pg.

Les résultats présentés dans la photo 04 montrent que les différents antibiotiques

possedent des effets distincts sur les bactéries testées. Les résultats sont tres intéressants
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puisqu’ils témoignent d’une trés forte activité bactériostatique des extraits apolaires
d’Asparagopsis armata.

Pour cela, on observe que les différentes souches de bactéries étudiées réagissent
difféeremment aux antibiotiques testés. Parmi les souches étudiées, Pseudomonas aeruginosa
se révele multi-résistantes, tandis que les souches Bacillus cereus, Micrococcus luteus et

Staphylococcus aureus sont trés sensibles.

La levure Candida albicans était fortement inhibée par la Nystatine (10 pug) comme

antifongique ou un diametre d’inhibition d’environ 27 mm a été enregistré (Tableau 05 et
photo 05).

Bacillus cereus Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa Klebsiella pneunoniae Micrococcus luteus

Photo 04. Effet de quelques antibiotiques sur les bactéries a Gram positif et a Gram négatif.
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Photo 05. Effet de la Nystatine & 10 pg/disque sur la levure Candida albicans.

2.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur puits

L'activité inhibitrice des extraits d’une espéce d’algue marine Asparagopsis armata sur
la croissance de certaines souches microbiennes (bactéries et levure) pathogenes a été étudiée.
Trois extraits ont été testés. La technique de diffusion sur des puits a été utilisée pour évaluer
I'inhibition des bactéries et de levure.

Le choix des souches microbiennes utilisées dans ce test biologique a été dicté par I’effet
pathogene qu’elles provoquent en cas de maladie, telles que les diarrhées, conjonctivite...etc.

D’aprés le Tableau (06) ci-dessous, on remarque que I’activité antimicrobienne des
extraits d’algue marine rouge Asparagopsis armata dépend de la nature du solvant
d’extraction et de la souche microbienne testée.

Le méthanol pur, utilisé comme solvant de solubilisation des résidus secs d’algue rouge
ne présente aucun effet antibactérien sur les souches étudiées.

Tous les extraits sont capables d’inhiber la croissance des bactéries et de la levure avec
des degrés d’inhibition variables. Ces résultats témoignent d’une trés forte activité
bactériostatique des extraits d’algue. De plus, I’acétone semble c’est avéré le meilleur solvant
d’exaction des agents antimicrobiens, vue que la plus part des bactéries testées ce sont
montrées extrémement sensibles en présence de cet extrait.

Cet effet est mis en évidence par la mesure de I’étendue d’inhibition développée sur la
boite de Pétri autour du puits renfermant 1’extrait d’algue. Ces zones d’inhibition sont
supérieures a 15 mm. Cette zone d’inhibition est caractérisée par 1’absence de développement

d’aucune bactérie et ayant un aspect trés clair.
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Tableau 06. Résultats de la méthode des puits de I’effet antimicrobien des extraits

méthanolique, acétonique et héxaniques de I’algue rouge Asparagopsis armata.

Extrait organique (ul) Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Gram (+)

Ec Kp Pa Bc Sa Ml
10,23 + 30,46 £ 8,94+0,06 14,88+1,25 24,05 + 0,09 16,43 + 0,61 10,13+0,19
0,04 1,73
Méthanol 12,73 + 32+141 13,99 + 18,93 +1,32 29,36 £ 0,50 23,10+0,14 12,45 + 0,64
(200 mg/ml) 0,25 0,62
1393+1,0 40,59 £ 20,27 £ 23,13+1,19 30,69 £ 0,27 27,37+ 0,52 14,33 £ 0,46
0,26 0,25
Hexane 11,72 + 6,00+0,00 13,2+0,02 14,35+0,49 19,34 +0,22 21,14 +0,20 21,14 +0,20
(50 mg/ml) 0,96

13,23 + 6,00 £ 0,00 16,13 + 15,40 £ 0,57 22,50 £ 0,7 22,21+0,29 14,11 +0,16
1,40 0,16

14,65 = 6,00 + 0,00 22,39+ 20,09+0,13 24,03+0,03 23,10+0,14 14,43+ 0,61
0,30 0,53

Acétone 9,68+034 796+0,16 6,00+0,00 13,36+0,50 13,16 +0,23 13,16 + 0,23 9,46 + 0,65
(400 mg/ml)
9,27 +1,01 16,25 + 6,00 + 0,00 16,3+ 0,42 13,31+0,44 13,31+0,44 9,49 £ 0,70
0,36

11,03 = 723+£0,31 2223+029  22.29+0,08 24.06+0,13 15.09+0,13 11,41+0,58
1,12

Ec : Escherichia coli ; Kp : Klebsiella pneumoniae ; Pa : Pseudomonas aeruginosa ; Bc : Bacillus cereus ; Sa : Staphylococcus aureus ;

MI : Micrococcus luteus ; Ca : Candida albicans.

D’aprés I’histogramme ci-dessous (figurel4), on remarque que I’activité antibactérienne
de I’extrait d’algue rouge vis-a-vis de S. aureus montre une augmentation relative de la zone

d’inhibition avec le volume de I’extrait déposé dans le puits de 6 mm.
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Figure 14. Histogramme de I’augmentation de la zone d’inhibition de S.aureus avec le
volume de différents extraits d ’Asparagopsis armata.
En comparant ces résultats avec ceux de I’antibiogramme, on remarque que les effets
d’antibiotiques sur la bactérie testée sont similaires par rapport & ceux trouvés pour les extraits
méthanoliques et héxaniques.

Par contre, D’activité antibactérienne de I’extrait acétonique est significativement

inférieure par rapport a ces antibiotiques.

D’aprés les résultats indiqués dans 1’histogramme (Figure 15), on remarque que les
extraits héxanique, méthanolique et acétonique ont un effet antibactérien relativement élevé
sur les bactéries Gram positif par rapport aux bactéries Gram négatif.

En effet, la raison de la différence de sensibilité entre les bactéries Gram positif et Gram
négatif pourrait étre attribuée aux différences dans les constitutions morphologiques entre ces

microorganismes (structure et la composition de paroi cellulaire).
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Figure 15. Histogramme de I’effet de différents extraits d’Asparagopsis armata sur les souches

bactériennes et Candida albicans (méthode de puits).

Les bactéries Gram négatif, ayant une membrane externe composée de phospholipides,
de proteéines et riche en molécules de lipopolysaccharides, leur membrane formant une barriére
imperméable (Bouterfas et al., 2014 ; Abirami et al., 2012) qui empéche I'entrée de substance
environnementale comme les antibiotiques et les anti-inhibiteurs (Mendes et al., 2013) la
membrane est également associée a I'enzyme dans I'espace périplasmique qui sont capables de
décomposer la molécule introduite de I'extérieur (Adaykalaraj et al., 2012) en revanche, les
bactéries Gram-positives sont plus sensibles ayant seulement une couche de peptidoglycane
externe qui n'est pas une barriere de perméabilité effective (Abirami et al., 2012).

La souche bactérienne Staphylococcus aureus est la plus sensible vis-a-vis la plus part

des extraits. Par contre E. Coli posseéde une résistance modérée par apport d’extraits d’algue.




Résultats et discussion

Photo 06. Résultats de I’effet des différentes concentrations d’extraits d’Asparagopsis armata

sur les souches microbiennes par la méthode de diffusion sur puits.

Selon ces résultats, I’augmentation des zones d’inhibition est proportionnelle avec
I’augmentation des volumes de 1’extrait algal (Photo 06).

Nos résultats sont relativement similaires par rapport a ceux trouvés par Rajasulochana
et al. (2009) sur I’activité antibactérienne d’algue marine rouge Kappa sp. Ces auteurs ont
trouvé que le volume ou les différentes concentrations ont un effet sur 1’activité
antibactérienne.

L’activité antimicrobienne induite par les extraits méthanolique, acétonique et héxanique

de I’algue rouge Asparagopsis armata indique que ces solvants provoquent une meilleure




Résultats et discussion

extraction des substances ayant un effet inhibiteur sur les bactéries Gram positif et Gram
négatif. On peut dire que la nature du solvant affecte de maniére significative 1’activité
antibactérienne de I’extrait d’algue rouge et I’efficacité de 1’extrait dépend de la souche testée.

Enfin, les résultats obtenus lors de ces tests d’activité montrent des effets tres positifs

vis-a-vis des souches microbiennes.

2.3. Evaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur disques

L’activité antimicrobienne des extraits organiques d’Asparagopsis armata a été aussi
évaluee par la méthode de diffusion sur disques. La Photo (07) montre les résultats ainsi
obtenus. On constate que 1’activité antimicrobienne est fortement affectée par la nature du

solvant d’extraction d’une part et d’autre part par la souche testée.

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida albicans

Photo 07. Résultats de 1’effet de différentes concentrations d’extraits d’Asparagopsis armata

sur quelques souches microbiennes par la méthode de diffusion sur disques.

L’inhibition de la croissance d’une souche microbienne se manifeste par 1’apparition

d’un halo autour du disque. Les valeurs des diametres d’inhibition mesurées pour les
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différentes souches en présence des trois extraits organique d’Asparagopsis armata sont
regroupées dans le Tableau ci-dessous.

Tableau 07. Résultats de la méthode des disques de 1’effet antimicrobien des extraits

méthanolique, acétonique et héxaniques de I’algue rouge Asparagopsis armata.

Extrait Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

organique
(10 ul Gram (-) Gram (+) Ca
/disque)
Ec Kp Pa Bc Sa Ml

896+096 10,75+0,00 1829+125 809+125 11,43+173 8,00+0,00 21,35+0,19
\ledEnels 929+1,010 11,34+0,19 1385+0,99 1426+0,19 996+105 6,80+0,00 21,94+0,01

Hexane 953+0,34 1066+1,73 1057+200 892+0,00 1165+041 7,20+0,00 33,98+1,87

Ec : Escherichia coli ; Kp : Klebsiella pneumoniae ; Pa : Pseudomonas aeruginosa ; Bc : Bacillus cereus ; Sa : Staphylococcus aureus ;
MI : Micrococcus luteus ; Ca : Candida albicans.

Selon Duraffourd et al. (1990) la sensibilité d’un germe est nulle pour un diameétre inférieur
ou égal a 8 mm ; la sensibilité est limitée pour un diamétre compris entre 8 et 14 mm. Elle est
moyenne pour un diametre entre 14 et 20 mm. Pour un diamétre supérieur ou égal a 20 mm le
germe est tres sensible.

En utilisant cette classification et d’apres les résultats indiqués dans le Tableau (07), que
toutes les souches microbiennes a I’exception de M. luteus sont sensibles aux extraits
organiques d’Asparagopsis armata. Les bactéries S. aureus, K. pneumoniae et E. coli ont une
sensibilité limité vis-a-vis de tous les extraits testés. P. aeruginosa et B. cereus ont une
sensibilisé moyenne en présence des extraits acétonique et méthanolique, respectivement. Ces
deux souches bactériennes ont une sensibilité limitée aux extraits acétonique et héxanique.

La souche fongique C. albicans est tres sensible vis-a-vis des trois extraits organiques
d’Asparagopsis armata.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvé par Salvador et al (2007). Ces auteurs ont

trouvé que ’extrait méthanolique de 1’espéce A. armata a une forte activité sur les bactéries
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Gram positif (Bacillus cereus et Staphylococcus aureus) que sur les bactéries (Pseudomonas
aerogunosa et E. coli) Gram négatif.

Adaikalaraj et al (2012) ont trouvé également que les extraits méthanoliques et aqueux
des algues rouges de la cote Manapad de 1’Inde sont plus efficaces sur les souches
bactériennes Gram positif que sur les bactéries Gram négatif.

Or, plusieurs travaux mettent en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram+ par
rapport aux bactéries Gram —, cela peut s’attribuer a la différence dans les couches externes
des bactéries Gram- par rapport aux bactéries Gram+.

D’apres 1’étude de Alghazeer et al (2013) sur les deux algues rouges L. obtusa et Jania.
spp extraire par le méthanol, donne des zone d’inhibition inferieur a celle de notre résultat.

Selon les études faites par Tuney et al (2006) sur 1’extrait de Grasilaria grasilis avec le
méthanol ne montrant aucune activité contre la bactérie Pseudomonas aerugenosa et E.coli.

Selon Arunachalam (2014), il est noté que les différences trouvées dans 1’évaluation du
pouvoir antibactérien des différents extraits d’algue peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs
tels que la nature de 1’espece, les conditions ambiantes, les facteurs écologiques, les variations
saisonnicres, les méthodes d’extraction, la préparation de 1’extrait, le solvant utilisé, la

sensibilité des bactéries et la concentration de 1’extrait utilisé.

2.4. Evaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la plus basse concentration capable d’empécher une
croissance bactérienne visible. La CMI n’est pas totalement bactéricide et une partie de
I’inoculum est capable de se développé aprés disparition du composé inhibiteur (Mann et
Markham, 1998).

Nous rapportons dans le Tableau 08 les CMI de nos extraits les plus actifs sur chaque
bactérie constatés lors de 1’étude en milieu solide, dont les diamétres d’inhibition sont
supérieurs ou égaux a 15 mm (choix arbitraire), qui sont obtenues par la méthode de puits en
milieu gélosé. Les CMI sont inversement proportionnelles aux diamétres des zones

d’inhibitions.
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Tableau 08. CMI (exprimée en mg/ml) de I’extrait méthanolique d’A. armata (dont les

diamétres des zones d’inhibition sont > 20 mm) relatives aux bactéries testées.

S. aureus 2
K. pneumoniae 15

B. cereus 2
Micrococcus luteus 1

Yakhlef et al (2011) ont propose une classification des extraits du matériel végétal sur la
base des résultats des CMI, comme suit :
- forte inhibition : CMI inférieure a 0.5 mg/ml ;
- inhibition modérée : CMI varie de 0.6 a 1.5 mg/ml ;
- faible inhibition : CMI supérieure a 1.6 mg/ml.

Ainsi selon cette classification, on constate une inhibition modérée avec les extraits
d’Asparagopsis armata sur la plus part des bactéries testées (Photo 08).

Les différences observées pour les valeurs de CMI peuvent s’expliquer par la présence
de composés antibactériens dans les extraits d’algue a différentes concentrations, mais aussi

par rapport au choix des technigues utilisées.

Photo 08. Résultats de détermination de la concentration minimale inhibitrice de I’extrait

d’Asparagopsis armata sur Micrococcus luteus avec T : témoin.
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Conclusion

La cOte marine de Salamandre de la région de Mostaganem est caractérisée par une
diversité algale remarquable avec I’existence des espéces envahissantes telles que :
Asparagopsis et Racemosa. Ces deux especes sont indicatrices d’une pollution marine.
Leur exploitation est donc nécessaire pour réduire leur masse.

Les travaux réalisés jusqu’a présent en Algérie ont surtout porté sur les plantes
médicinales terrestres. Peu de résultats, concernant I’activité antimicrobienne et
antioxydante des algues marines sont disponibles. Actuellement les algues sont de
plus en plus consommées et utilisées pour I’extraction de molécules biologiquement
actives.

Dans la présente étude nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de
I’activité antimicrobienne, vis-a-vis de souches bactériennes Gram positives et Gram
négatives et de levure d’extrait d’algues marines de la c6te de Mostaganem a savoir
Asparagopsis armata par la méthode des puits et disques. Trois solvants ont été utilisés
pour I’extraction d’algue (hexane, méthanol, acétone), A la lumiére des résultats obtenus,
tous les extraits exercent des effets antibactériens sur les souches bactériennes testees.
Ces effets varient en fonction de la nature des solvants d’extraction et de ses
concentrations et de la résistance ou la sensibilité des souches utilisées.

Les extraits ont un bon effet bactériostatique sur les bactéries Gram positif par
rapport aux bactéries Gram négatif. Parmi les souches microbiennes étudiées,
Staphylococcus aureus et Candida albicans sont les souches les plus sensibles vis-a-vis
des extraits tandis qu’E. Coli est la souche la plus résistante.

Les CMI enregistrées justifient, d’une part, I’importante activité antimicrobienne
des extraits d’algue, d’autre part, son efficacité thérapeutique.

Il ressort de la présente étude que 1’algue marine Asparagopsis armata étudiée peut
étre utilisée comme une bonne source naturelle d’agents antimicrobiens. Dans cette étude
nous avons utilisé des extraits bruts, ce qui ne nous renseigne nullement sur la nature des
composeés responsables des activités antimicrobiennes observées. Par conséquent, comme
perspectives, il serait nécessaire d’effectuer d’autres travaux complémentaire afin d’isoler
et d’identifier la ou les substances responsables des activités antimicrobienne et de
déterminer leur mécanismes d’action et aussi d’évaluer d’autres activités biologiques de

cette algue par exemples : activité antiparasitaire, anti-inflammatoire, antivirale etc.
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Annexes I

Bouillon ceeur-cervelle (BHIB) :

Composition :

Infusion de cervellede veau...................cooeeiiiiiinenn.. 12,59
Infusionde coeurde boeuf. ..o 5,09
PePtONe. ... 10,0 ¢
GIUCOSE. .ottt e 2,09
Chlorure de SOQIUM . ..o, 2049

Phosphatase di sodique.............ccovivviiiniiiiiiie e, 50¢

pH=7.4

Mueller-Hinton agar (M.H.A) :

Infusion de viande de beeuf............... 300 cm®
Peptone de Cas€ine..........cccoeeeeueeveereeenee e 17.5g
Amidonde mais.............ccoviiiiiiiiiininnnL. 1.5g
AGAT e 179
EBaudistillé..............ooo 1000ml
PH e 7.4

Eau physiologique :
EBaudistillé ..., 1000ml

Milieu liquide Bouillon nutritive :

PEPLONE. ...t 5¢g
Extraitdeviande..............ooooiiiiiiii e 19
Extraitde levure. ..., 29

Chlorure de Sodium...............coovveieveieieereseeeveeeD @
Eaudistillée...........coooiiiiii i 1000 ml



Milieu Sabouraud :

Eau distillée.........ooveiiiii 1000ml
Peptone. ......ooiii i 109
GIUCOSE. ...ttt 20g
E O LY. N 15¢g
PH e e e e 6

Milieu Sabouraud liquide :

Eaudistillée.........cooeiiiiii 1000ml
Peptone. ... .c.ooinii 10g
GIUCOSE. ..ttt 209



Annexes I1
Antibiogramme :

Bacillus cereus



http://www.google.dz/search?hl=fr&lr=&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=Escherichia+coli&spell=1



http://scholar.google.com/scholar?q=Staphylococcus+aureus&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart

Klebsiella pneumonia



http://scholar.google.com/scholar?q=Pseudomonas+aeruginosa&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart

Micrococcus luteus

Candida albicans




Tableau : Les diametres d’inhibition en millimétre des antibiotiques et antifongique standard.

Escherichia Pseudomonas Klebsiella  Staphylococcus Bacillus cereus Micrococcs

coli aeruginosa pneumoniae aureus (ATCC 25921) luteus
(ATCC 8739) (ATCC 27853) (IBMC (ATCC 6538)
Strasbourg
FOX: 30ug 23,63 6 20,755 27,355 6 41,045
CN: 10ug 26,98 22,77 20,485 23,185 26,085 38,91
NA : 30ug 20,92 6 17,55 11,095 17,99 6
KZ: 30ug 20,995 6 24,03 41,32 6 40,855
IMI: 10ug 6 6 6 18,05 6 24,275
SXT: 25ug 24,595 6 19,095 22,135 6 34,26
AK : 30ug 25,855 27,525 22,415 24,55 25,69 36,44
F : 300ug 23,785 6 20,07 20,595 21,615 6
AML:30pg 13,245 6 6 42,08 6 56,75
CT 10ug 14,63 12,7 11,875 7,84 6 17,995
Clp :5ug 37,295 33,095 34,9 32,105 31,295 27,24
FOS: 50ug 17,08 33,75 15,905 43,94 21,825 44,68
CTX :30ug 34,2 20,26 32,95 23,875 6 48,33
AMP:10 pg 19,68 8 8,8 38,535 6 41
TIM:75ug 10,2 6 6 44 6 95,5
Candida albicans (CIP 444)

Nys: 10 uG DMS0=26,5
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Résultats de I’effet des différentes concentrations d’extraits d’Asparagopsis armata

sur les souches microbiennes par la méthode de diffusion sur puits







Résultats de I’effet de différentes concentrations d’extraits d’Asparagopsis armata

sur guelques souches microbiennes par la methode de diffusion sur disques

Bacillus cereus

Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida albicans



Résumé

Ce travail s’intéresse a la valorisation biologique d’une algue marine rouge Asparagopsis armata de la
cote de Mostaganem (Salamandre). Différents extraits de cette algue ont été testés pour leurs pouvoirs
antimicrobiens. L’activité antimicrobienne est déterminée par deux méthodes de diffusions (puits et disques) des
extraits acétonique, héxanique et méthanolique sur la croissance des souches bactériennes pathogénes Gram
négatif (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae) et Gram positif (Staphylococcus
aureus et Bacillus cereus) et une souche fongique (Candida albicans) responsables des maladies humaines.

Les extraits héxanique et méthanolique sont plus actifs sur les bactéries Gram positif que sur les bactéries
Gram négatif. Par contre, ces derniéres sont fortement inhibées que par ’extrait acétonique. Parmi les extraits
testés, seul I’extrait méthanolique a I’activité antifongique la plus élevée sur Candida albicans.

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des extraits héxanique, méthanolique, acétonique
d’Asparagopsis armata ainsi déterminée sont comprises entre 1 a 3 mg/ml.

L’algue Asparagopsis armata est une source naturelle prometteuse de substances antimicrobiennes qui
peuvent utilisées dans le domaine pharmaceutique.

Mots clés : Algue rouge, Asparagopsis armata, solvant, extraction, Activité antimicrobienne, CMI.

Abstract

This work focuses on the biological recovery of a red algae Asparagopsis armata of the coast of
Mostaganem (Salamander). Various extracts of this algae were tested for their antimicrobial powers. The
antimicrobial activity is determined by two methods of diffusion (wells and discs) of acetone extracts, hexane
and methanol on the growth of Gram-negative pathogenic bacterial strains (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae) and Gram positive (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Micrococcus luteus ) and a fungal strain(Candida albicans) responsible for human diseases.

The methanol and hexane extracts are more active against Gram-positive bacteria than Gram-negative
bacteria. On the other hand, they are strongly inhibited by the acetone extract. Among the extracts tested, only
the methanol extract was the highest antifungal activity against Candida albicans.

The Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) of hexane extracts, methanol, and acetone of
Asparagopsis armata so determined are 1 to 3 mg/ ml.

The Asparagopsis armata algae is a promising source of natural antimicrobial substances which may be
used in the pharmaceutical field

Key words: Red algae, Asparagopsis armata, solvent, extraction, antimicrobial activity, MIC.
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