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Introduction

Le milieu marin et les organismes qui I'nabitent constituent une source infinie des molécules
actives a structure chimique originale. Ces molécules sont synthétises par des voies métaboliques
différentes de celles observées en milieu terrestre. Parmi les organismes marins, les algues
(Chbani et al., 2011). La présence des composés antibactériens dans les algues marines a été
connue depuis les années 70 (Rath et Adhikary, 2007) et 1’utilisation des extraits d’algues comme
antiseptique a été documentée depuis 1937 (Emerson et Taft, 1945). L’importance des
organismes marines comme une source d’agent pharmaceutiques a augmentée durant les années
récentes (Blunt et al., 2008 ; Jiao et al., 2011; Lindequist et Schweder, 2001; Mayer et Hamann,
2005; Newman et al., 2003).

Les algues occupent une place importante dans le milieu marin, sont capables de produire des
substances, dont l'action constitue dans certains cas un élément de protection contre les
prédateurs ou colonisateurs (Younes et al., 2009). Ces métabolites actifs produits par plusieurs
espéces de macro et micro-algues marines, montrent des propriétés antibactériennes et
antiinflammatoires, qui sont efficaces dans le domaine thérapeutique (Farid et al., 2012). Les
algues marines constituent un énorme réservoir des molécules naturelles potentiellement actives.
(Younes et al., 2009). Les activités biologiques des algues sont trés diverses : antimicrobiennes,
antioxydantes, anti-inflammatoires, cytotoxiques, antivirales ainsi que d'autres activités (Chbani
et al., 2011). Face a D’apparition de formes résistantes de plusieurs bactéries a certains
antibiotiques, la recherche de nouvelles molécules actives est devenue une nécessité. (Chbani et
al., 2011).

Plusieurs produits naturels comprenant les composés halogénés, comme les haloformes, les
méthanes, les cétones, les acétates et les acrylates, sont décrits a partir du genre Asparagopsis
(McConnell et Fenical, 1977 ; Woolard et al., 1979). Les membres de la famille des
Bonnemaisoniaceae, ou appartiennent les especes d’Asparagopsis, forment des cellules
spécialisées (Wolk, 1968 ; Womersley, 1998 ; Young, 1977) typiquement connues comme
vésicule ou les glandes cellulaire (Paul et al., 2006).

L’odeur puissante de ces algues est due a une huile essentielle composés principalement de
bromoforme avec une faible teneur des autres bromine, chlorine et les iodine contenant le
méthane, [1’éthane, 1’éthanol, acétaldéhydes, acétone, 2-acetoxypropanes, propenes,

épxypropanes, acroléine et les buténones (Burreson et al., 1976).
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Les especes d’ Asparagopsis sont reporté d’avoir des propriétés antifongiques, antibactériennes
et antiparasitaires (Bansemir et al., 2006 ; Burreson et al., 1976 ; Genovese et al., 2012 ; Jiao et
al., 2011 ; Salvador et al., 2007).

D’aprés nos connaissances aucune étude n’a été réalisée sur I’effet du solvant d’extraction sur
le pouvoir antibactérien de I’extrait de I’algue marine rouge Asparagopsis armata d’Algérie. Par
conséquent, 1’objectif principal de notre travail c’est d’évaluer 1’activité antibactérienne de
I’extrait de cette algue préparé a 1’aide de quatre solvants organique (acétone, dichlorométhane,
méthanol et hexane) vis-a-vis des bactéries Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae) et Gram positif (Listeria monositogens, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus) en utilisant la technique de diffusion sur milieu Muller-Hinton.

Ce mémoire a été organisé en différents parties décrivant les étapes successives de cette étude.
La premiere partie concerne un rappel bibliographique aussi précis que possible sur les algues
marines, 1’algue étudiée et les bactéries pathogénes. Dans la deuxiéme partie, nous décrirons les
procédures expérimentales mises en jeu dans cette étude. La troisieme partie est consacrée a une
discussion des résultats expérimentaux obtenus. Une récapitulation succincte des résultats ainsi
que les perspectives ouvrant la voie a des études ultérieures sur 1’algue Asparagopsis armata,

sont regroupées dans la derniére partie.
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Chapitre 1 Synthese bibliographique

I. 1. Généralité sur les algues
1.1. Definition

Les algues, organismes photosynthétiques, sont conventionnellement définies comme des
vegétaux peuplant le milieu aquatique, les lieux humides et de nombreux milieux terrestres.
Elles sont dépourvues de tige, de racine, de feuille ou de fleur. Leurs appareil végeétatif
relativement simple est appelé « thalle » (Guillaume, 2010). Elles peuvent étre libres ou fixes
sur un support. Leur taille varie de moins d'un micrometre tel I'algue Prochlorococcus (0.5
metre) a plusieurs dizaines de metres pour les Macrocystis (60 meétres) (Leclerc, 2010). Il est
difficile de déterminer le vrai nombre d'especes vu leur diversité inconnue et leur recensement
et leur classification. Dernierement, le nombre d'especes recensées est de 139 833 (Guiry,
2015).
1.2. Structure des algues
1.2.1. Les algue unicellulaire

Ce sont les seuls protistes eucaryotes autotrophes car dotés de chloroplastes et pratiquant la
photosynthése. Les algue unicellulaire se différencient par la nature de leur pigments, la
presence ou I’absence d’une paroi, le nombre et la disposition des flagelles (Guy, 2007). Les
algues unicellulaire se multiplient couramment par division binaire, leur dimenssion moyennes
de quelques micrometres (Davet,1996). La plupart des algues unicellulaires ou formant de
petites colonies appartiennet a I'un des sept embrenchements suivants: Euglénophytes,
Dinophytes, Bacillariophytes, X anthophytes, Chrysophytes, Cryptophytes et Prymnésiophytes
(Nabors, 2009).
1.2.2. Les algues pluricellulaire

Trois embranchements phaeophytes, chlorophytes et rhodophytes renferment des algues
pluricellulaires présentant un degré de différenciation cellulaire et une organisation des types
cellulaires. Alors que de nombreuses espéces unicellulaires sont présentées chez les
chlorophytes, les rhodophytes sont tres largement pluricellulaires. Quant aux phaeophytes,
elles ne sont présentées que par des formes pluricellulaires. La reproduction sexuée est la regle
dans ces trois embranchements et de nombreuses espéces ont des cycles de vie complexes
impliquant une alterence des générations (Nabors, 2009). Dans de tels cycle de vie, deux
formes alternent : une forme diploide, productrices de spores, appelées sporophytes, et une
forme haploide, productrice de gameétes, les gamétophytes (Alayse, 1997).
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1.3. Laclassification des algues

De nombreux criteres écologiques, physiologiques ou biochimiques interviennent dans la
phylogénie des algues comme les structures cellulaires, le mode de nutrition, I’habitat ou
méme la nature et la localisation des pigments et glucanes de réserve. Malgré cette importante
diversité et complexité structurale, une dizaine d’embranchements1 (Pérez, 1997) permettent
de classer ces vegétaux. Différents critéres rentrent en considération, a savoir leurs
compositions pigmentaires, leurs caracteristiques structurales et leurs modes de reproduction.

L’équipement pigmentaire permet aux algues de capter I’énergie lumineuse de nombreuses
longueurs d’onde (Figure 01). Ce processus bioénergétique, la photosynthese, est a la base de
leur autotrophie et leur permet de synthétiser de la matiére organique (Pérez, 1997).

La nature et la localisation des pigments permettent de définir plusieurs grands groupes
d’algues (Lamouroux, 1813 ; Kutzing, 1843). Selon la nature des pigments surnuméraires
associés a la chlorophylle, la couleur des plastes des algues permet de distinguer les algues
rouges (Rhodophytées), brunes (Chromophytes), vertes (Chlorophytes) et les bleues
(Cyanophytes).

Les algues vertes (Chlorophytes) :

Les chlorophycophytes comptent environ 10 000 espéces. Ce groupe est trés homogeéne 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
oxycaroténes (lutéines, zéaxanthines, violaxanthine) (Bezanger et al., 1990).

Les algues brunes (Phéophycophytes) :

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

Les algues rouges (Rhodophytées) :

Les rhodophycophytes sont d’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 I’iode (Gayral, 1975).
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Les algues bleues (Cyanophytes)

Ces algues nommes algues bleues en raison, en particulier, de leur habitat aquatique et de
leur coloration bleu-vert. Il est actuellement admis que leur ultrastructure de type procaryote,
indigue 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 1I’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).
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Figure 01 : La distribution des algues selon I’intensité lumineuse (Leclerc, 2010).
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2. Les algues rouges

2.1. Généralité

Les algues rouges constituent l’embranchement des rhodophyta (dans la nouvelle
classification, elles deviendraient un regne a part entiére dans le domaine eucarya). (Tortora,
2003). Sont particuliérement abondantes dans les eaux tropicales et chaudes, mais on en
trouve aussi beaucoup dans les régions plus froides du globe. La grande 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 posséde des pigment
photosynthetique. peuvent aller d’une taille microscopique aux lames de 2 m (Peter, 2011)

L’origine de ce groupe de plus de 7000 especes de rhodophytes (Peter,2011), il existe
moins de 100 especes différentes d'algues rouges dans I'eau douce (Nabors, 2009).

Ces pigments sont particulierement bien adaptés pour absorber la lumiére verte et bleu vert
qui pénétre dans les eaux profondes, ou les algues rouges sont bien représentées (Peter, 2003).
La plupart des algue rouge possédent un thalle finement découpé et peuvent vivre a de plus
grandes profondeurs océanique que les autres algues. Les thalle de quelques algues rouges
forment des revetements croutés sur les roches et les coquillages. Les pigments rouges
permettent a ces algues d’adsorber la lumiére bleue, qui pénétre plus profondament dans la
mer (Tortora, 2003).

2.2. Activité biologique des algue rouge

Les algues sont cesse remis en cause par une combinaison de lumiére et des concentration
d’oxgene ¢lvées, des microorganismes (virus, les bacteries, les champignons...).pour survivre
dans un tel envirenement,les algues développent des moyens de lutte efficaces contre ces
agressins par la production des métabolites bioactifs (Hellio et al,.2004 ; Shanab,2007 ;Cox et
al., 2010 ;Bourgougnon & Stiger-Pouvreau, 2011).

Les algues sont capables de produire une grande variété de métabolites secondaires
caracterisés par un large spectre d’activités biologique (des propriétés antioxydantes, des
actevités antivirales,antifongiques et antibacteriennes) ( Fenical &Paul, 1984 ; Cox et al,
2010). 1l s’est avéré que la production de ces composés de défence chimique est influencées

par les variations saisonnieres et geographiques (Hellio et al ., 2004 ; chiheb et al ., 2009).
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2.3. Les métabolites bioactifs des algues rouges

Les métabolites bioactifs des algues incluent: les alcaloides, les saponines, les
carbohydrates, les proteines, les acides aminés, les glycosides, les phytostéerols, les composés
phénoliques, les teipénoides (Elsie et al., 2011), les cétones halogénés, les alcanes, les
polysulfures cycliques, les acides gras et I'acide acrylique (Taskin et al., 2007). En effet, Le
phylum des Rhodophytes est connu de leur production d'une variété des terpénoides chloré et
bromé. Ces teipanoides halogénés ont montré une activité antifongique forte et une activité
antibactérienne et anti tumorale (Tringali, 1997).

3. Asparagopsis armata :

3.1. Description

Allure d'A.sparagus (asperge). Lat : Armé ; Belles touffes, rose pale, au contour pyramidal,
atteignant parfois 30cm de haute, Axes cylindriques a la base, diversement ramifies ; le thal
porte trés nombreux ramules, surtout dans sa partie superieure, ce qui lui donne un aspect
caractéristique d'Asparagus. Mais surtout présence de rameaux épineux, 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 (Cabioc’h et al., 2006).

Figure 02 : La morphologie de 1’algue asparagopsis armata (Otero et al., 2013).
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3.2. Habitat

Asparagopsis armata a été décrite pour la premiere fois sur la cote ouest australienne
(Harvey 1854) et est également présente naturellement en Nouvelle-Zélande (andreakis, 2004 ;
Laury, 2014), I’espece est connue pour avoir été introduite dans le nord-est de ’atlantique et
en méditerranée dans les années 1920, probablement depuis 1’ Australie (Mineur et al., 2010).

A.armata a été pour la premiere fois dans I'némisphére nord de I'Algérie en 1923 et est
devenu largement distribués en Europe (Pacios, 2011). Cette algue se développe sur les fonds
rocheux au niveau de I'étage infralittoral, de la surface jusqu'a 40 m de profondeur (Figure 03).

Asparagopsis armata a des composés organiques halogénes volatiles comme 1’iode, chlorés

et bromés qui sont des propriétés antifongique et antimicrobienne (Garon-Lardiere, 2004).
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Figure 03 : photos de 1’algue rouge d’Asparagopsis armata (Otero et al., 2013).
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3.3. Position systematique

Les algues rouges, ou Rhodophycées, sont trés diversifiées et regroupent entre 5000 et 6000
especes réparties dans environ 680 genres. Elles comprennent deux sous-divisions, les
Bangiophycées, et les Floridéophycées dont I'organisation végétative (Van den Hoek et al.,
1995) est différente, les premieres pouvant étre qualifiées de « primitives ». Asparagopsis
armata Harvey (Harvey, 1855), est une algue rouge marine pluricellulaire, dont la taxonomie

compléte est la suivante :
Division : Rhodophyta
Classe : Rhodophyceae
Sous-classe : Florideophyceae
Ordre : Bonnemaisoniales
Famille : Bonnemaisoniaceae
Genre : Asparagopsis
Espéce : Asparagopsis armata

3.4. Reproduction

Les algues rouges sont connues par la complexité de leur cycle de vie. La majorité des
espéces possede trois phases pluricellulaires (Otero et al., 2013). Une phase gamétophytique
haploide et deux phases sporophytiques diploides. L’une des phases sporophytiques
(tétrasporophytes), produit par moise des spores (tétraspores) qui germent en donnant des
gamétophytes males ou femelles. Les gamétophytes males libérent des spermaties (gamétes
non flagellées), qui seront transportées par les courants jusqu’aux cellules reproductrices
femelles portées par les gamétophytes femelles (Figure 04).

Aprés la fécondation, le zygote se divise par mitose, produisant la seconde phase
sporophytique, le carposporophyte, qui reste d’ailleurs fixé sur le gamétophyte femelle, aux
dépens duquel il vit en parasite. Le carposporophyte libére des carpospores, qui vont se
développer en donnant de nouveaux sporophytes (Nabors, 2009).
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Figure 04 : Le cycle de développement d’Asparagopsis armata (Otero et al., 2013).
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I1. Généralité sur les microorganismes

1. Notion de pouvoir pathogéene

Une bactérie pathogéne est une bactérie capable de provoquer une infection chez un sujet
sain apres pénétration dans I’organisme vivant et modification de structure cellulaire d’un ou

plusieurs tissus. On parle selon le pouvoir pathogéne en :
Bactéries pathogénes :

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 et les systémes chélateurs de fer. La mobilité, I’adhésion et le
chimiotactisme bactérien sont aussi considérés comme des criteres renforcant la virulence

chez une bactérie pathogéne (Chouder, 2006).

Le pouvoir pathogéne dépend de I’espéce bactérienne en cause, ainsi pour un méme
pouvoir pathogeéne, il peut y avoir des souches plus ou moins virulents. Mais pas avec les
méme doses, quelques bactéries suffisent pour développer une infection, alors que plusieurs
milliers sont nécessaire pour causer une infection (Pelmont, 1995).

Bactérie 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 la surface de la peau et des
mugqueuses de 1’homme, et des animaux, suite a une antibiotique ou immunodépression elles
vont proliférer (Chouder, 2006).
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2. Quelque espéce bactérienne
2.1.  Bacillus cereus

Bacillus cereus est un bacille, Gram positif, aéro-anaérobie facultatif, mobile. Afin de survivre
aux agressions au sein de son environnement, cette bactérie est capable de produire une forme de
résistance appelée « spore » avant de retrouver sa forme végétative lorsque les conditions sont
stables (germination). (Paredes-Sabja et al., 2011) Les cellules végétatives et les spores de
Bacillus Cereus sont largement présentes au sein de notre environnement (Stenfors Arnesen et al.,
2008).

Figure 05 : Bacillus cereus au microscope électronique
(http://www.sciencephoto.com)

¢+ Pouvoir pathogene

En effet, cet agent pathogéne 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 mammiferes et des insectes (Stenfors Arnesen et al., 2008). Son omniprésence au sein de
notre environnement suscite de nombreux problémes pour les infections qu’il engendre. En
effet, Baccilus cereus est un pathogene opportuniste responsable de nombreux types
d’infection (Stenfors Arnesen et al., 2008).



http://www.sciencephoto.com/
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2.2.  Klebsiella pneumoniae

Les bactéries appartenant a 1’espéce Klebsiella pneumoniaesont des bacilles a Gram négatif,
immobiles, non sporulés, anaérobies facultatifs et appartiennent a la famille des

Enterobacteriaceae (El Fertas-Aissani et al., 2012 ; Srinivasan et al., 2012).

Klebsiella pneumoniae est une espéce pathogene opportuniste (Brisse, 2004).Elle est
fréquemment rencontrée dans la nature : eaux de surface, du sol, du bois et des végétaux (El
Fertas-Aissani et al, 2012). Elle est présente dans le tube digestif de I’homme et des animaux,

et elle est commensale des voies respiratoires (Joly et Reynaud, 2002).

A

Copyright © 2007 Deapls Kunkel Microscopy, Inc.

Figure 06 : Klebsiella pneumoniae au microscope électronique

(http://www.denniskunkel.com)

®,

% Pouvoir pathogéne

Klebsiella pneumoniae est un agent classique et majeur d’infections nosocomiales en
général et néonatales particulierement (Boukadida et al., 2002). Elle est I’une des principales
espéces bactériennes impliquées dans les infections urinaires (IU) (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 soins intensifs (USI) (Carpentier et al., 2012 ; Joly et Reynaud, 2002). Elles peuvent
également causer des bactériémies, d’abcés cérébral et des maladies chroniques comme la
méningite (Botelho, 2007). particulierement de deux types de toxi-infections alimentaires : le

syndrome émétique et le syndrome diarrhéique (Stenfors Arnesen et al., 2008).

2.3.  Escherichia coli
C’est un bacille a coloration de Gram négative, mobile, aérobie, résident normal du tube
digestif de I’homme (Delarras, 2007). Cette bactérie est utile parce qu’elle favorise la
production de certaines vitamines et dégrade certains aliments qui seraient autrement

impossible a digérer (Perry et al., 2004).

AccV Spot Magn
00KV 30 6836x

Figure 07 : Escherichia coli au microscope électronique
(http://www.bacteriainphotos.com)

¢+ Pouvoir pathogene

Toutefois, il existe des souches virulentes qui causent des troubles quand elles croissent dans
les intestins. On soupconne que 50 a 85% des diarrhées sont dues a Escherichia coli
entérotoxinogénes. Les souches entéropathogénes d’Escherichia coli posseédent des adhésions
qui se fixent seulement a des types spécifiques de cellules de certaines régions de 1’intestin
gréle et aprés avoir adhérer aux cellules hétes, provoque ainsi I’endocytose ; ce qui permet sa

pénétration dans ces cellules et de s’y multiplier.
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Escherichia 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).

2.4.  Staphylococcus aureus

Staphylocoques sont des bactéries ubiquitaire. Ce sont des bactéries parasitaires
saprophytes de I’Homme et de I’animal.

Staphylococcus aureus, bactérie a Gram positif, se présente sous 1’aspect de coques en
petits amas, mesurant de 0,8 a 1um ou des grappes de raisins. Cette bactérie est immobile, non
sporulée et aéro-anaérobie facultative .Elle fait partie de la flore normale de corps humain
(Daveries et al., 2005).

Figure 08 : staphylococus aureus au microscope électronique (Prescott et al., 2010)

¢+ Pouvoir pathogene

Staphylococcus aureus est I’espéce la plus pathogéne du genre Staphylococcus est la
premiére cause d’infection bactérienne a travers le monde. Les infections a S. aureus sont tres
polymorphes, allant d’atteintes cutanées bénignes comme les furoncles ou les panaris a des
pathologies mettant en jeu le pronostic vital comme les septicémies. Les intoxications

alimentaires et les infections du systeme nerveux central (Vincenot et al., 2008).
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2.5. Pseudomonas. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa doit son nom a sa pigmentation, 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 florale. Pseudomonas
aeroginosa est un bacille a Gram négatif, aérobie strict a flagelle polaire. L'existence de
nombreux plasmides gouvernant les caracteres phénotypiques les plus divers (résistance aux
antibiotiques, aux antiseptiques, modification du taux de croissance, acquisition d'activités
cataboliques sur certains substrats) peut compliquer la reconnaissance de cette espéce.
(Flandrois et al., 1997)

Figure 09 : Pseudomonas aeruginosa au microscope électronique

(http://www.sciencephoto.com)

% Pouvoir pathogéne

P. aeruginosa constitue une cause majeure d'infections nosocomiales diverses chez des
personnes fragilisées ou immunodéprimées comme les grands brilés, les personnes agées ou

les nouveau-nés ainsi que les cancéreux

Le pathogene 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 l'une des trois plus grandes causes d'infections opportunistes
chez 'nomme (Delarras, 2007).




Chapitre 1 Synthese bibliographique

2.6.  Listeria monocytogenes

Listeria monocyrogenes est un batonnet bactérien Gram-positif (Prescott et al., 2010).
Ubiquiste tres largement répandue dans l'environnement, saprophyte, se multiplie a +4°C.
Retrouvée dans les aliments d'origine animale et végétale, dans les matieres fécales des
animaux, voire de I'Homme. (Grosjean et al., 2009)

Figure 10 : listeria monocytogenes au microscope électronique

(http://www.agefotostock.com)

¢+ Pouvoir pathogene

Elle est généralement pathogéne et responsable de la listériose. Une infection d'origine
alimentaire est responsable des principales maladies gastro-intestinales qui sont
habituellement bénigne. Mais qui peut provoquer des maladies sérieuse (méningite. septicité et
avortement) chez les individus immunodéprimés et les femmes enceintes. L. monocytogenes
est une bactérie pathogéne intracellulaire qui posséde de nombreux facteurs de virulence
importants. Le lait, les fromages mous, les Iégumes ou la viande contaminés ont été désignes

comme des sources de la bactérie (Perry et al., 2004).
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1. Site de la récolte
L’algue Asparagopsis armata étudiée a été recoltée en mois d’avril 2015 sur la cote de la

plage salamandre (position GPS 35°55°04.49 N; 0°03446.80E) a 3 km de la wilaya de
Mostaganem (Figure 10). Les échantillons d’algue récoltée ont introduits dans des flacons en

verre fermé hermétiquement et seront transporté au laboratoire.

COMMUNE DE

ALGERIE WILAYA DE MOSTAGANEM COMMUNE DE MOSTAGANEM
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Figure 11 : Station de la récolte de 1’algue rouge marine Asparagospsis armata (Wilaya de
Mostaganem ; Salamandre) (Google Maps, 2015) http://wwwgoogle maps.com.
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2. Matériel biologique
2.1. Matériel végétal

eARAReY
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n B)

Figure 12 : Photo de 1’algue marine rouge Asparagopsis armata (Benyahia & Bentaher, 2015).

(A) Algue fraiche ; (B) Poudre algale.

2.2. Matériel microbiens

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude proviennent de I’ATCC et de 'IBMC

(Tableau 1). Leur croissance est réalisée a 37°C sur gélose Miueller-Hinton Agar (MHA

bioMérieux).

Tableau 01 : Origines des souches utilisées dans les différents tests d’activité antibactérienne.

Bactérie Gram Code Origine
Staphylococcus aureus « ATCC 6538 MNHN
Listeria monocytogenes :‘é ATCC 19111 LAPRONA
Bacillus cereus 8- ATCC 25921 LAPRONA

Pseudomonas aeruginosa = ATCC 27853 MNHN
Escherichia coli ;3} ATCC 8739 MNHN
Klebsiella pneumonia Z  IBMC Strashourg MNHN

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



http://scholar.google.com/scholar?q=Staphylococcus+aureus&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart
http://scholar.google.com/scholar?q=Pseudomonas+aeruginosa&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart
http://www.google.dz/search?hl=fr&lr=&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=Escherichia+coli&spell=1
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3. Préparation de I’extrait algal

Les échantillons d’algue ont été rincés par I’eau de mer et découpés en petits morceaux, puis
séchés a température ambiante et a I’abri de la lumiére. L’algue séchée est broyée a I’aide d’un
broyeur en poudre fine. 20 g de cette poudre sont introduits dans des flacons en verre contenant
200 ml de solvants de polarité différentes (méthanol, hexane, dichlorométhane et acétone).

Apres 24 heures de macération a température ambiante et sous agitation (250 rpm) le contenu
des flacons est filtré a 1’aide du papier Wattman N°1. Les filtrats des solvants obtenus sont
évapores a sec sous vide a I’aide d’un évaporateur rotatif réglé a 40°C. Les résidus secs sont
récupérés dans du méthanol pour une concentration finale de 200 g/I. Les extraits d’algue sont
conserves a 4°C, dans des tubes en verre hermétiquement fermés.

Le rendement d’extraction est calculé selon la formule suivante :

R (%) = (Mﬁ) x 100

0
Avec

R : Rendement exprimé en %
M : Masse en gramme du résidu sec résultant

Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter (20 g)

4. Tests antibacteriens
4.1 Test de sensibilité a I’ampicilline

Ce test a été réalisé pour étudier I’antibiogramme standard des germes utilisés et le comparer
avec I’effet de nos extraits bruts. On a utilisé I’ampicilline comme antibiotique standard. Le choix
a été fait en fonction de la disponibilité.

Le disque de I’ampicilline (10png) est déposé a la surface d’un milieu gélosé, préalablement
ensemencé avec un inoculum a 0.5 Macfarland des souches a étudier. La lecture fait aprés 24
heures d’incubation a 37°C.

La sensibilité des bactéries a I’antibiotique est appréciée selon le méme protocole qu’avec les

extraits d’algue rouge.
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Deux méthodes différentes sont employées pour 1’évaluation de ’effet antibactérien 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 Mieller-Hinton Agar qui permet la mise
en évidence de ’activité antibactérienne des différents extraits ;
- la méthode des dilutions en milieu liquide qui a pour objectif la détermination des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) a partir d’une gamme de concentrations de 1’extrait
algal dans le milieu de culture.
Préparation des précultures

Les souches bactériennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétri contenant du milieu
Mduieller-Hinton Agar. Apres 24 heures d’incubation a 37°C, un inoculum pour chaque suspension
bactérienne d’une densité optique de 0.1 mesurée a 625 nm a été préparé dans I|’eau
physiologique stérile.
Technique de diffusion en milieu solide : méthode des puits

L’activité inhibitrice des différents extraits organiques d’Asparagopsis armata obtenus est
testée par la méthode des puits (antibiographie). 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. Des aliquotes
de 25, 35 et 50 ul de chaque extrait sont introduits dans des puits de 6 mm de diamétre, dans la
gélose Mueller-Hinton Agar préalablement ensemencée par écouvillonnage avec 1’inoculum de
chaque bactérie a tester. Les diamétres des zones d’inhibition seront alors mesurés a 1’aide d’un
pied a coulisse. (Janakat et al., 2005).

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

5. Concentration minimale inhibitrice (CMI) : méthode de dilution en milieu liquide
La détermination des CMI est faite en utilisant la méthode de dilution en milieu liquide BHIB

puis en milieu gélosé Mueller-Hinton Agar (Bouterfas et al., 2014).
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Elle est réalisée seulement pour les extraits organiques d’algue rouge Asparagopsis armata les
plus actifs constatés lors des tests de sensibilité en milieu solide, ce choix est arbitraire (diamétre
de la zone d’inhibition > 15 mm). Ainsi, une gamme de concentrations de 1’extrait d’algue allant
de 0.4 a 4 mg/ml a été préparée dans des tubes a essai contenant préalablement 10 mL du milieu
BHIB sterile.

Chaque tube est ensemencé avec 100 pl d’un inoculum de 24 heures (0.1 DOe2s nm). Deux
autres séries de tubes, dont 1’une, sans extrait, servant de témoin de croissance et 1’autre sans
germe, de témoin de stérilité, sont préparés. Apres une incubation de 24 heures a 37 °C, une série
de boite de pétri contenant de la gélose Mueller-Hinton Agar est ensemencé a 1’aide d’une anse
de platine a partir de chaque dilution.

Aprés incubation des boites de pétri a 37°C pendant 24 heures, la croissance des bactéries est
comparée a celle du témoin. La CMI est définie comme la plus petite concentration de produit
pour laquelle aucune croissance bactérienne n’est visible comparativement au témoin sans extrait

d’algue.
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I.  Rendement d’extraction

L’extraction est une étape trés importante pour 1’isolement et l'identification des principes
actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiere vegétale, notamment le cas des métabolites
secondaire, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leur activités biologiques
diverses en particulier leur propriétés antibactérienne. Nous avons utilisés des solvants a
polarité différentes (acétone, méthanol, dichlorométhane et I’hexane) pour la préparation des
extraits a partir de 1’algue marine Asparagopsis Armata afin de déterminer leur activité
antibactérienne. Les rendements d’extraction pour les différents solvants d’algues marines

étudiées sont indiqués dans le (Tableau 02).

Tableau 02. Rendement de déférents extraits d’Asparagopsis armata.

Les extraits d’asparagopsis Rendement
armata %
Hexane 0.26
Méthanol 10.5
Acétone 4.76
Dichlorométhane 0.115

D’apres le Tableau (2), on remarque que le méthanol est le meilleur solvant d’extraction.
En revanche des rendements faibles ont été obtenus avec le héxane et le dichlorométhane
comme solvant d’extraction.

Elnabris et al. (2013) ont trouvé un rendement d’extraction faible (1.2%) avec le méthanol
comme solvant pour 1’algue rouge Jania rubens.

La variation du rendement d’extraction est due a 1’effet de la nature du solvant, la
composition chimique des algues qui dépend de D’espéce et de son age, les facteurs
environnementales, la localisation géographique des algues, et les conditions saisonniéres
(Balboa et al., 2013).
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II. L’activité antibactérienne

I1.1. Antibiogramme

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensibilit¢é des souches vis-a-vis des
antibiotiques. Le (Tableau 03) reporte les valeurs, en millimétre, des zones d’inhibitions

atteintes avec les différentes souches étudiées.

Tableau 03. Antibiogramme des germes étudiés en présence de 1’antibiotique 1’ampicilline

(diamétre de la zone d’inhibition en mm)

V. Diamétre d’inhibition (mm)(Disque
d’ampicilline a 10 pg)
Staphylococcus aureus 13.33
Pseudomonas aeruginosa 16.00
Escherichia coli 15.75
Klebsiella pneumonia 10.00
Bacillus cereus 18.00
Listeria monocytogenes 16.33

Les résultats montrent que les bactéries testées présentent des sensibilités variables vis-a-
vis de I’ampicilline. Les souches bactériennes Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocytogenes et Bacillus cereus sont extrémement sensibles a 1I’ampicillicine par rapport aux

autres bactéries testées.

11.2. Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de puits
L'activité inhibitrice des extraits d’algue marine rouge Asparagopsis armata sur la
croissance de certaines souches bactériennes pathogenes a été étudiée. Quatre extraits ont été
testés. La technique de diffusion de puits a été utilisée pour évaluer I'inhibition des bacteéries.
Le choix des souches bactériennes utilisées dans ce test biologique a été dicté par la
disponibilité de la souche et par I’effet pathogeéne qu’elles provoquent en cas de maladie, telles

que les diarrhées, conjonctivite...etc.



http://scholar.google.com/scholar?q=Staphylococcus+aureus&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart
http://scholar.google.com/scholar?q=Pseudomonas+aeruginosa&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart
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=Pseudomonas+aeruginosa&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart
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D’aprés le (Tableau 04), on remarque que la nature du solvant d’extraction affecte de
maniére significative I’activité anti bactérienne de I’extrait d’algue marine rouge Asparagopsis
armata.

Tous les extraits sont capables d’inhiber la croissance des bactéries avec des degres
d’inhibition variable. Ces résultats témoignent d’une trés forte activité bactériostatique des
extraits d’algue. Ces résultats sont en accord avec les observations de Salvador et al. (2007).

De plus, I’acétone semble c’est avéré le meilleur solvant d’exaction des agents
antibactériens, vue que la plus part des bactéries testées ce sont montre extrémement sensibles
en présence de cet extrait. Cet effet est mis en évidence par la mesure de 1’étendue d’inhibition
développée sur la boite de Pétri autour du puits renfermant 1’extrait d’algue. Ces zones
d’inhibition est supérieure a 15 mm de diameétre. Cette zone d’inhibition est caractérisée par
I’absence de développement d’aucune bactérie et ayant un aspect tres clair. La zone
d’inhibition observée in vitro, utilisée comme indicateur de 1’activité antibactérienne, peut
variée avec la concentration des métabolites actifs et également avec la variabilité intrinséque

des souches pathogeénes testées (Genovese et al., 2012).

Tableau 04 : La variation des activités antibactériennes des différents extraits d’algues

asparagopsis armata exprimées en diamétre d’inhibition

Les Souches Acétone Meéthanol Hexane Dichloromethane
E.coli 4+ ++ ++ ++
S.aureus ++ ++ +4++ 4+
P. aerogeinosa +++ ++ +++ ++
K. pneumonia +++ +++ ++ +++
B. cereus +++ +++ +++ +++
L.monocytogene +++ +++ +++ +++

Volume des extraits 35 pl par puits sur le milieu MH. (-) : pas d’inhibition. (+) : diamétre d’inhibition inférieur & 10mm.

(++) : Diamétre d’inhibition entre 10 et 15mm. (+++) : Diamétre d’inhibition supérieur a 15mm.
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Le méthanol pur, utilisée comme solvant de solubilisation des résidus secs d’algue rouge ne

présente aucun effet antibactérien sur les souches étudiées. (Figure 12).
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Figure 13 : effet de méthanol pur sur la bactérie bacillus cereus (A) méthanol pur et (B)

avec I’extrait méthanolique.

L’activité antibactérienne de I’extrait d’algue rouge vis-a-vis de toutes les bactéries
¢tudiées montre une augmentation relative de la zone d’inhibition avec le volume de 1’extrait

déposé dans le puits (Figure 13).
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Figure 14 : Résultats de I’effet de différents volumes d’extrait d’algue marine rouge sur P.

aeruginosa.
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Figure 15 : Résultats de I’effet des extraits d’Asparagopsis armata et de différente
concentration sur les bactéries par la méthode de puits.

Selon ces résultats, I’augmentation des volumes de I’extrait d’algue s’accompagne d’une
augmentation de la zone d’inhibition (Figure 14).

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

D’aprés les résultats indiqué dans 1’histogramme (Figure 15), on remarque que les extraits
héxanique et dichlorométhanique ont un effet antibactérien relativement élevé sur les bactéries
gram positif par opposition aux bactéries gram négatif qui ce sont montré relativement

résistantes. Par ailleurs I’extrait acétonique est plus efficace sur les bactéries gram négatif.
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Figure 16 : Résultats de I’effet du solvant d’extraction sur ’activité antibacterienne de 1’extrait

d’algue rouge Asparagopsis armata.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvé par Salvador et al. (2007). Ces auteurs ont
trouvé que I’extrait methanolique de I’espece A. armata a une forte activité sur les bactéries
gram positif (Bacillus cereus et Staphylococcus aureus) que sur les bactéries gram négatif.
(Pseudomonas et E. coli).

Adaikalaraj et al. (2012) ont trouvé également que les extraits méthanolique et aqueux des
algues rouge de la cote Manapad de I’'Inde sont plus efficaces sur les souches bactériennes
gram positif que sur les bactéries gram négatif.

Alghazeer et al. (2013) ont trouvé que les extraits méthanolique et aqueux des algues rouge
de la coOte ouest de la Libye montrent une activité antibactérienne significative contre les
bactéries gram positive par rapport les bactéries gram négative.

Rao et Parekh (1981) et Vidyavathi et Sridhar (1991) ont reporté aussi que les souches
bactériennes Gram-positives sont plus sensible vis-a-vis des extraits d’algue par rapport aux

souches bactériennes Gram-négative.
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Plusieurs travaux mettent en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram+ par rapport
aux bactéries Gram— aux extraits d’algues marines. Cela peut s’attribuer a la différence dans
les couches externes des bactéries Gram— par rapport aux bactéries Gram+. En effet, la
sensibilité des bactéries gram positives par rapport aux bactéries Gram négatives pourrait étre
attribuée aux différences dans les constitutions morphologiques entre ces micro-organismes
(structure et la composition de paroi cellulaire).

Les bactéries gram négatif, ayant une membrane externe composee de phospholipides, de
protéines et riche en molécules de lipopolysaccharides, leur membrane formant une barriére
imperméable (Abirami et al., 2012) qui empéche l'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 barriére de perméabilité effective (Abirami et al., 2012).

Nos résultats sont en concordance aussi avec ceux trouvés par d’autres chercheurs
(Kandhasamy et Arunchalam, 2008 ; Abirami et al., 2012 ; Adaikalaraj et al., 2012 ; Elnabris
et al., 2013 ; Oumaskour et al., 2013).

Les composés chimiques responsables des activités antibiotiques sont largement répondus
dans les macroalgues. Les substances d’intérét sont en particulier les composés halogénés
comme les haloformes, les alcanes et alcenes halogénés, les alcools, les aldéhydes, les
hydroguinones et cétones (Smit, 2004).

La souche bactérienne Listeria monocytogenes ¢’est avéré la souche la plus sensible vis-a-
vis la plus part des extraits d’Asparagopsis armata. Par contre E. Coli posséde une résistance
modérée par apport d’extrait d’algue. D’apres les travaux Alghazeer et al. (2013) sur deux
algues rouge L. obtusa et Jania. Spp, leur I’extraits méthanolique donne des zone d’inhibition
inferieur a ceux observés pour 1’extrait méthanolique d’Asparagopsis armata.

Selon les études faites par Tuney et al. (2006) sur I’extrait Grasilaria grasilis avec le

méthanol ne montrant aucune activité contre la bactérie Pseudomonas aerugenosa et E.coli.
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L’activité antibactérienne induite par les extraits méthanolique et acétonique,
dichlorométhanique et hexanique de 1’algue rouge asparagopsis armata indique que ces
solvants provoquent une meilleure extraction des substances ayant un effet inhibiteur sur les
bactéries gram positifs et gram négatifs. 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
I’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 bactériennes.

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’espéce, les conditions ambiantes, les facteurs écologiques, les variations
saisonnicres, les méthodes d’extraction la préparation de I’extrait, le solvant utilisé, la
sensibilité des bactéries, la concentration de 1’extrait utilisé.

I11. Résultat 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 apreés disparition du composé inhibiteur (Mann et
Markham, 1998).

Nous rapportons dans le (Tableau 05) les CMI de nos extraits les plus actifs les
bactéries étudiées, dont le diametre d’inhibition est supérieur ou égale a 15 mm obtenu par la
méthode de puits en milieu gélosé. Les CMI sont inversement proportionnelles aux diametres
des zones d’inhibitions.

Yakhlef et al. (2011) ont proposé 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 & 1.6 mg/ml.
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Tableau 05. CMI (exprimée en mg/ml) des différents extraits (dont les diametres des zones

d’inhibition sont > 15 mm) relatives aux bactéries testées.

Espéces Solvent CMI (mg/ml)
E. coli Acetone 4
P.aerugenosa Acetone >4

S. aureus Héxane 1
K.pneumoniae Dichloromethane 4

B. cereus Dichloromethane 4

L. monocytogenes Methanol 3

Selon la classification proposée par Yakhlef et al. (2011), on constate une inhibition
modérée avec ’extrait hexanique sur la souche de Staphylocoque, tandis que la CMI des
extraits méthanoliques, dichloromethanique et acétonique supérieures a 1.6 mg/ml, donc ils
possedent une faible inhibition par rapport au I’extrait hexanique. Globalement, 1’activité anti-
microbienne de I’extrait hexanique est plus importante que celle des autre extraits, avec un
spectre antimicrobien plus large et a des doses plus faibles.

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 techniques utilisées.
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Les avancées sur les nouvelles technologies ont permis de découvrir un arsenal encore plus
important sur les propriétés biologiques des algues. Les algues occupent des habitats tres
diversifiés sur la surface du globe et surtout elles constituent une extraordinaire diversité. Les
océans constituent une source inépuisable de biomasse algale. Pour cela, I’objectif de ce
travail était de mettre en évidence I’activité antibactérienne d’une algue rouge marine
Asparagopsis armata en utilisant différents solvant d’extraction.

Parmi les solvants organiques utilisés, ’hexane donne de bon rendement d’extraction.

Tous les extraits exercent des effets bactériostatique et bactéricide sur les souches
bactériennes pathogénes pour I’homme. Ces effets varient en fonction de la nature du solvant
d’extraction et sa concentration et également de la résistance ou la sensibilité des bactéries.

L’extrait acétonique exerce une activité antibactérienne plus élevée par rapport aux autres
extraits. Les extraits hexanique et dichlorométhanique sont plus actifs sur les bactéries Gram
positif que sur les bactéries Gram négatif.

Les composés chimiques responsables de ses activités antibiotiques sont largement
répondus dans les algues rouges. Les substances d’intérét sont en particulier les composés
halogénés comme les haloformes, les alcanes et alcénes halogénés, les alcools, les aldéhydes,
les hydroquinones et cétones.

Enfin, on peut conclure que I’algue rouge marine Asparagopsis armata est une source
potentielle de composés antibactériens qui peuvent étre utilisés pour le traitement des
infections due aux bactéries multirésistantes a la place des antibiotiques classiques.

Afin de compléter cette étude, il est serait intéressant d’isoler et d’identifier les composés
responsables de ’activité antibactérienne des extraits d’algue rouge Asparagopsis aramata et

de déterminer leur mode d’action.
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Annexe

Composition de différents milieux utilisés

Bouillon ceeur-cervelle (BHIB)

Composition

Infusion de cervellede veau................cooiiiiiiii. . 12.5g
Infusion de coeur de beeuf...........oooiiiiiii 5.0g
Peptone. ... .c.oviiiiii e 10.0g
GIUCOSE. ...t 2.0g
Chlorure de sodium...........coooiiiiiiiiiiiii e, 2.0g
Phosphatase di sodique...........coeiiiiiiiiiiiiiiiii S5gpH=7.4

Préparation :

37 g par litre d’eau distillé. Stérilisation a I’autoclave a température 120C° pendant 20 min.

Mueller-Hinton

Composition

Infusion de viande de beeuf............... 300 cm3
Peptone de caséine...........coooeveieeviinieenn e 17.5¢
Amidonde mais...............oooeiiiiiia, 1.5¢
AGAT i 17¢g
Eaudistillé.............ooo 1000ml
PH. o e 7.4

Préparation :

38 g par litre d’eau distillé. Stérilisation a I’autoclave a température 120C° pendant 20 min.

Eau physiologique :
Baudistillé ... 1000ml

XV



Résultats de ’activité antibactérienne d'asparagopsis armata

Souchesbacteriennes | Volume Solvantsd’extraction
() Acetone methanol hexane dichloromethane
Escherichia coli 25 13 11 13 12
35 16 12 15 13
50 18 13 19 16
Staphylococcus 25 13 11 20 18
aureus 35 14 12.6 22.6 20.7
50 15.7 14.8 30 21
Pseudomonas 25 17 10 16 11
aeruginosa 35 20 12 195 13
50 23 16 28 16
Listeria 25 18 33.7 23 20
monocytogenes 35 25 40.2 26.5 23.75
50 27 42.4 29 33
Klebsiella 25 16 17.5 9 16
pneumoniae 35 19 19 13.3 19.3
50 20 22.1 15 24
Bacillus cereus 25 18.5 12.8 13 17
35 20 16 17 19.7
50 23.9 18.7 18.6 21.5
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Résumé

Ce travail s’intéresse a la valorisation pharmacologique et biologique de 1’algue rouge Asparagopsis armata
de la cdte de Mostaganem (Salamandre). Différents extraits de cette algue ont été testés pour leurs pouvoirs
antibactériens. Nous avons déterminé 1’activité antibactérienne par la méthode de puit de |’extrait
dichlométhanique, acétonique, hexanique et méthanolique sur la croissance souches bactériennes pathogénes
Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Gram positif
(Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus) responsables des maladies humaines.

Le méthanol est le meilleur solvant d’extraction. Tous les extraits organiques ont inhibé la croissance des
bactéries testées avec des degrés d’inhibition variables. L’extrait acétonique posséde le pouvoir antibactérien le
plus élevé surtout sur les bactéries Gram négatif. L’extrait méthanolique est efficace seulement sur la bactérie
Listeria monocytogenes.

Les valeurs des CMI pour D’extrait hexanique et 1’extrait méthanolique déterminé par la méthode de
microdilution sont respectivement 1 et 3 mg/l.

L’algue Asparagopsis armata est une source de substances douées d’activité antibactériennes élevée ayant un
caractere lipophile.

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

Abstract

This work focuses on the pharmacological and biological recovery of the red alga Asparagopsis armata
of Mostaganem coast (Salamander). A various extracts for this alga has been tested for their antibacterial power.
We determined that the antibacterial activity by the well method of the dichloromethane, acetone, hexane and
methanol extract on growth pathogenic bacterial strains Gram negative (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae) and Gram-positive (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus) responsible for human diseases.

Methanol is the best extraction solvent. All organic extracts inhibited the growth of the bacteria tested with
varying degrees of inhibition. The acetone extract has the highest antibacterial activity especially against Gram-
negative bacteria. The methanol extract is effective only on Listeria monocytogenes.

The MIC values for the hexane extract and the methanol extract determined by the microdilution method are
respectively 1 and 3mg/ I.

Seaweed Asparagopsis armata is a source of substances with high antibacterial activity with a lipophilic
character.

Keywords: red seaweed, Asparagopsis armata, Antibacterial activity, solvent, extraction, CMI.
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