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Résumé

Dans ce travail, I’activité antibactérienne de I’extrait dichlorométahnique de I’algue marine
rouge Asparagopsis armata a était évaluée par deux techniques de diffusion sur milieu solide

Muller-Hinton Agar.

L’extrait dichlorométahnique inhibe la croissance des bactéries pathogenes pour I’homme
Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae), et Gram
positif (Bacillus subtilis, Staphyl ococcus aureus) avec des diameétres d’inhibions qui peuvent

atteindre 37 mm. L’extrait algal est plus actif sur les bactéries a Gram positif.

Les valeurs de CMI indiquent que Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Escherichia
coli (CMI mg/puit = 0.14) sont sensibles (a I’extrait dichlorométahnique tandis que
Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae sont les souches bactériennes les plus
résistantes (CMI mg/puit = 0.8 et 2.66, respectivement).

L’algue marine rouge Asparagopsis armata peut étre valorisée comme source d’agents
antibactériens qui peuvent étre utilisés dans le domaine pharmaceutique pour le traitement des

infections nosocomial es.

Motsclés: Asparagopsis armata, extrait dichlorométahnique, antibactérienne, CMI.



Abstract

In this work, the antibacterial activity of the dichloromethane extract of the red marine alga
Asparagopsis armata was evaluated by two techniques of diffusion on solid medium Muller-
Hinton Agar.

The dichloromethane extract inhibits the growth of pathogenic bacteria in Gram-negative
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae), and Gram-positive
(Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus) with inhibition diameters up to 37 mm. The agal

extract is more active on Gram-positive bacteria.

MIC values indicate that Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and Escherichia coli
(MIC mg / well = 0.14) are sensitive to dichloromethane extract while Pseudomonas
aeruginosa and Klebsiella pneumoniae are the most resistant bacterial strains (MIC mg / well
= 0.8 and 2.66, respectively).

The red marine alga Asparagopsis armata can be recovered as a source of antibacterial
agents which can be used in the pharmaceutical field for the treatment of nosocomial

infections.

Keywords: : Asparagopsis armata, dichloromethane extract, antibacterial, CMI.
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Liste des abréviations

°C: Degrés Celsius.

AGPI: Acides gras polyinsaturés.

AK: Amikacin 30 pg.

AML: Amoxicilline 30 ug.

AMP: Ampicilline 10 pg.

ATCC: American Type Culture Collection.
IBMC: Institut de biologie moléculaire et cellulaire.
B.s: Bacillus subtilis.

BN: Bouillon nutritive.

CIP: Ciprofloxacine 5 ug.

CMI: Concentration minimale inhibitrice.
CN: Gentamicine 10 pg.

CNS: Staphylocoques coagul ase-négatifs.
CT: Colistine 10 ug.

CTX: Céfataxime 30 ug.

DM SO: Diméthylsulfoxyde.
D.O: Densitomeétre.

E.c: Escherichia coli.
ERY: Erythromycine.
F: Nitrofurantoine 300 ug.

FOS: Fosfomycin 50 ug.
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FOX: Cefoxitine 30 ug.

G -: Gram négatif.

G +: Gram positif.

GN: Lagélose nutritive.
IMI: Imipenéme 10 ug.
K.p : Klebsiella pneumonies.

KZ: Cefazolin 30 ug.

LAAPSAB-TIemcen: Laboratoire Antibiotiques Antifongiques Physico-chimie, Synthese et

Activité Biologique de I’Université de Tlemcen.
LAPRONA: Laboratoire des Produits Naturels (Université de Tlemcen).
MH: Mueller —Hinton.

MHA: Mueller-Hinton Agar.

MNHN: Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris).
MRSA: Saphylococcus aureus résistante ala méthicilline.
NA: Acide Nalidixique 30 ug.

Ox: Oxacilline.

P.a: Pseudomonas aeruginosa.

S.a: Staphylococcus aureus.

S.aureus:. Saphylococcus aureus.

SPS: Polysaccharides sulfatés.

SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazole 25 ug.

TIM 75 ug: Ticarciline+ Acide Clavulanique 10ug.

UFC: Unité formant colonie.
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Introduction

Les océans et les mers représentent pres des trois-quarts de la surface du globe. La vie
sur Terre est apparue dans le milieu marin il y a environ 3,8 milliards d’annees alors que les
premiéres especes terrestres remontent, quant a elles, a 400 millions d’années. Cette
différence se traduit aujourd’hui par une plus grande diversité des especes dans le milieu
marin. Néanmoins, sur pres de 220 000 substances naturelles répertoriées, seules 10 % sont
d'origine marine. Ceci peut s’expliquer par le fait que les organismes marins ont é&é beaucoup
moins étudiés que leurs analogues terrestres, et ce principalement a cause du manque de
connaissance du milieu marin et des difficultés liées a la récolte des échantillons (Ramade,
2009).

Parmi les organismes marins, les algues qui occupent une place importante dans le
milieu marin, sont capables de produire des substances dont I’action constitue dans certains
cas, un élément de protection contre les prédateurs naturels. Les algues marines constituent un
énorme réservoir de molécules naturelles potentiellement actives (Rajeev et Xu, 2004 ; Blunt
et al. 2006; 2008; 2009), des études ont permis d’isoler et d’identifier un tres grand nombre
de molécules nouvelles de grande originalité structurale et dont beaucoup d’entre elles ont
une activité biologique intéressante (Bhakuni et Silva 1974; Hodgson, 1984 ; Ballester os et
al., 1992, Arisawa, 1997).

Les activités décrites et associées aux agues marines sont tres diverses:
antimicrobiennes (Reichelt et al., 1984 ; Etahiri et al., 2007) anti-malariales (Wright et al.,
1997) antioxydantes (Etahiri et al., 1984 ; Zubia et al., 2007), anti-inflammatoire (Etahiri
et al., 2004), cytotoxique (Ktari et Guyot, 1999), antivirales (Cacamesse et al., 1980) ainsi
gue d’autres activités.

Etant donné le large éventail d’activités associees aux algues marines particulierement
antimicrobiennes, et face a I’apparition de formes résistantes de plusieurs bactéries a certains
antibiotiques, la recherche de nouvelles molécules actives est devenue une nécessité. D’apres
nos connaissance, la biomasse algale des cotes marines Algérienne n’as pas encore était
exploité comme source potentielle d’agent antimicrobien.

Récemment, les travaux de M ostefoui et Abdellaoui, (2015) et Benyahia et Bentaher,
(2015) montrent que les extraits organiques de d’algue Asparagopsis recolté de la région de
Mostaganem ont une activité antifongique et antibactérienne.

Pour cela, I’objectif du présent travail est de mettre en évidence in vitro les propriétés
antibactériennes de I'extrait dichlorométhanolique de cette algue marine sur des souches

pathogenes pour I’homme.




Introduction

La premiére partie de ce document est consacrée a une synthese bibliographique sur les
algues marines et leurs applications, ainsi qu’un apercu sur les microorganismes étudiées dans
cetravail. Dans |a deuxiéme partie, nous décrirons les procédures expérimentales mises en jeu
dans cette étude. La troiseme 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 I’algue Asparagopsis armata, sont regroupées la
derniere partie.
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|. Généralités sur lesalgues marines

Les algues sont des végétaux beaucoup moins connus que les plantes terrestres, et
beaucoup plus difficiles a appréhender. Elles occupent en grande partie les milieux
aquatiques, en particulier marins et sous-marins et constituent un ensemble d'organismes
extrémement divers quil est fort difficile de présenter de maniére univoque (Julie, 2011).

Elles sont tres variées. Malgré les différentes couleurs, bleu, rouge, brun ou vert avec
lequelles, elles peuvent étre percues, elles possedent toute de la chlorophylle (pigment vert)
(Cabioc’h J et al., 1992) . Elles peuvent étre libres ou fixées sur un support. Leurs tailles
varient du micrométre a plusieurs dizaines de meétres pour certaines algues. « Prés de 30000
especes d’algues ont été répertoriées jusqu’ici » (Leclerc V et Floc’h J.-Y, 2010).

Les algues marines synthétisent une grande variété de meétabolites secondaires
chimiquement actifs, qui sont utilisées pour la défense contre les autres organismes prédateurs
ou colonisateurs. Ces métabolites actifs produits par plusieurs espéces de macro et
microalgues marines, montrent des propriétés antibactérienne et anti inflammatoire, qui sont
efficaces dans le domaine thérapeutique (Paul et Puglis 2004, Kubanek et al., 2003,
Steinberg et de Nys 2002, Engel et al., 2002; Ren et al., 2001, Nagle et Paul 1999, Bakus
et al., 1986).

|.1. Définition

Les algues sont des organismes aquatiques primitifs qui vivent naturellement dans nos
plans d’eau, elles sont capables de produire leur propre matiere organique par photosynthése
(Rivard-Sirois, 2005). Dépourvues de racines, de tiges et de feuilles, mais possédant de la
chlorophylle ainsi que d’autres pigments accessoires pour réaliser la photosynthése
productrice d’oxygéne. La plupart des algues se développent en milieu aquatique d’eau douce,
sdine ou saumaétre, sur des rochers humides, ou sur un sol mouillé mais certaines sont
terrestres et sont capables de se développer sur le sol ou sur le tronc des arbres (Michdl,
2000). Elles ont des formes et des dimensions trés variables. Certaines sont microscopiques et
d’autres mesurent plusieurs métres de longueur, mais elles ont toutes des caractéres communs.
Elles comprennent 20 000 a 30 000 espéces dans le monde, soit 18% du régne veégétal
(Ramade, 2009).

|.2. Lastructure desalgues
[.2.1. Lesmacroalgues
Les macroalgues sont des algues multicdlulaires de taille proche du centimétre et qui

croissent le plus souvent dans des bassins naturels d’eau douce ou d’eau salée (Wen et
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Johnson, 2009). Ces organismes sont nécessaires aux écosystemes cotiers en termes de
composition, fonction et productivité (Taylor, 1957; Taylor, 1960; Littler et Littler, 2000;
Dawes et Mathiesen, 2008). On distingue principalement trois groupes de macroal gues
différenciés selon leur pigmentation : rouge, verte et marron.

[.2.2. Lesmicroalgues

Les microalgues sont des microorganismes aquatiques unicellulaires eucaryotes de
forme ellipsoide ou ronde, elles se trouvent dans tous les habitats aguatiques, marins ou
d’eaux douces. Elles sont souvent connues sous la dénomination de « phytoplancton » (Sumi,
2009).

Les microalgues sont considérées comme des algues unicellulaires, qui ont une taille de
I’ordre du micrométre. Elles se développent principalement en suspension dans des solutions
aqueuses (Wen et Johnson, 2009). Elles sont aptes a coloniser tous types de milieux,
notamment eaux salées, douces, sauméatres et méme dans des eaux usées gréce a leurs
capacités d’adaptation et de survie. Elles peuvent également se développer sur des surfaces
rigides, telles que les troncs d’arbre, les structures immergées ou les murs (Becerra Célis,

A: Gephyrocapsa E : Dunaliella tertiolecta J : Bacillariophycea

B : Haematococcus lacustris F : Chaetoceros calcitrans K : Raphidophceae
C: Spirulina platensis H : Dinophysis acuminate L : Botryococcus
D : Chloréella vulgaris | : Alexandrium

Lalongueur du trait dans chaque figure est égale a 10um.

Figure O1. Diversité morphol ogique des microalgues (Sumi, 2009).




Synthése bibliographique

|.3. Classification

La classification des algues se fait selon des caractéristiques spécifiques telles que les
composantes de la paroi cellulaire, les pigments présents (la couleur), le cycle de vie et le type
de composeés utilisés pour I’entreposage de la nourriture. En effet, les algues sont un groupe
d’organismes tres diversifiés qui varient en forme et en grosseur: unicellulaire,
multicellulaire, coloniale, filamenteuse, amas de protoplaste (Memory, 2006).

[.3.1 Lesgrandsgroupes des algues marines

En général, les algues regroupent quatre groupes qui sont différenciées par rapport ala
couleur, Chaque groupe contient des classes, et chaque classe contient des centaines d’espéces
(Garon-Lardiere, 2004).

4+ Lesalguesvertes(Chlorophycées)

L es chlorophycées comportent environ 10000 especes. Elles sont de formes tres variées,
uni-ou pluricellulaires. Leurs plastes sont colorés en vert par les chlorophylles a et b,
auxquelles sont associés des caroténes et des xanthophylles. La photosynthese permet la
formation d'amidon, comme pour les plantes supérieures, la plupart des algues vertes vivent
en eau douce ou en milieux marins, mais certaines especes peuvent également se développer
sur terre. Elles jouent un réle important dans I'oxygénation des eaux, favorisant ainsi la vie
animale (Garon-Lardiere, 2004).

4+ Lesalguesbrunes (Phéophycées)

La couleur brune de ces algues résulte de la dominance du pigment xanthophylle, la
fucoxanthine, qui masgue les autres pigments (chlorophylle a et ¢, ains que le béta-caroténe).

Toutes possédent une structure pluricellulaire, mais leurs dimensions varient depuis les
éléments microscopiques jusgu'aux tres grands spécimens. La grande mgjorité des algues
brunes sont marines (Garon-L ar dier e, 2004).

4+ Lesalguesrouges (Rhodophycées)

L’étude des algues rouges est difficile, au grand nombre de leurs représentant répond la
diversité des types d’organisation, des modes de vie et surtout des cycles de reproduction qui
sont plus compliqués que dans les autres classes. Les rhodophytes ou agues rouges forment
un groupe tres diversifié. Ces algues doivent leur couleur ala présence de plastes roses dans
lesquels un pigment rouge, la phycoérythrine, est associé a plusieurs autres pigments dont les
chlorophylles.

La plupart de ces algues rouges sont pluricellulaires et marines, mais il existe quelques
formes unicellulaires et quelques unes vivent également en eau douce. Les algues rouges sont

divisées en deux groupes: celui des Bangiophycées (qualifiées de primitives) et celui des
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Floridéophycées (plus complexes). Elles se distinguent généralement par leur cycle de
reproduction particuliérement complexe (Garon-L ar dier e, 2004).
+ LesCyanobactéries

Les cyanobactéries ou les algues bleues sont constituées des colonies de taille, de forme
et de couleur tres variables. Comme les algues rouges, elles possédent des pigments
surnuméraires bleus (Phycocyanines) et rouges (Phycoérythrines) qui masquent le
chlorophylle a. En dépit de leur nom ancien d’algues bleues, elles sont rarement bleues mais
plus souvent rouges, vertes avec des reflets bleutés, violets, bruns, jaunes ou orangés. La
plupart d’entre elles ont une consistance gélatineuse voire gluante en raison des mucilages

qu’elles sécretent (Garon-L ardiere, 2004).
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Figure 02. Zonation verticale des macroa gues marines (Cormaci et Furnari, 2005).

I.4. Conditionsdevie des algues
[.4.1. Lalumiére, condition essentielle

La lumiére intervient sur I’algue de diverses fagons: par I’intensité lumineuse, par la
nature des radiations et par la durée des périodes de luminosité et d’obscurité. La quantité et
la qualité de I’algue dépend de la pénétration de la lumiére dans les masses d’eau. Elle peut
favoriser ou freiner son dével oppement.

Les algues détiennent des pigments différents selon les especes, qui interviennent dans
la capture de la lumiére. Elles ne font pas toutes le méme usage des radiations |umineuses:
certaines recherchent beaucoup de lumiere et d’autre peu (Anne, 2002).

1.4.2. Lesubstrat (ou support)

Les algues n’ont pas de racines et ne peuvent donc tirer aucune nourriture de leur

support. Les ééments nutritifs viennent du milieu qui les baigne. Néanmoins, le substrat ou

!
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support joue un role par sa nature et ses caractéristiques et déterminera I’espéce qui viendra
s’y fixer. Les roches calcaires par exemple, sont envahies par les algues perforantes
microscopiques, ce qui leur confere une coloration spécifique. A I’inverse, certaines autres
especes fuiront le substrat calcaire (Anne, 2002).

En outre, le support peut étre en eau profonde ou peu profonde comme sur les rochers,
les constructions portuaires, les bouées ou les coques de bateaux. Elles peuvent aussi se
dével opper sur un organisme vivant animal ou végétal (Anne, 2002).

1.4.3. Lesfacteurs hydrodynamiques

Les vagues, les courants et les marées créent une agitation de I’eau de laquelle
dépendent les réactions des algues. Ainsi, chague espéce supporte différemment ces facteurs
hydrodynamiques. Ceux-la agissent donc sur la composition des peuplements d’algues (Anne,
2002).

|.4.4. Latempérature

Elle agit sur le systtme métabolique et reproducteur de I’algue. C’est alors que des
variations de température peuvent agir sur la dispersion ou la régression des peuplements
(Anne, 2002).

[.4.5. La salinité de I’eau

Lasalinité agit de deux facons sur I’algue: soit par dissolution du sel dans I’eau, soit par
concentration du sel dans I’eau. Ces modifications temporaires ou permanentes peuvent
incommoder la vie de I’algue. Les zones a salinité variable limitent I’adaptation des algues.

Cette instabilité intervient sur le métabolisme, le perturbe a tel point parfois qu’elle
entraine une élimination des espéces. Seules les algues vertes réussissent a s’adapter (Anne,
2002).

|.5. Composition desalgues marines
[.5.1. Polyphénols

Appeés phlorotannins chez les agues, constitués par la polymérisation du
phloroglucinol ou défini en tant qu’une unité du monomere 1,3,5-trihydroxybenzene et
biosynthétisées par la voie d’acétate malonate. Ces phlorotannins sont retrouvés chez
plusieurs familles d’algues brunes, comme Alariaceae et les Sargassaceae.

Chez les algues brunes les phlorotannins peuvent constituer 15% du poids sec, ils sont
le seul groupe phénolic détecté, ils sont hydrophyles avec une taille moléculaire entre 126 et
650 k D a(Sathya et al., 2013).

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
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pieges d'éectron pour éliminer les peroxydes, aux anions de superoxyde et aux radicaux
d'hydroxyle (Sathya et al., 2013).
[.5.2. Polysaccharides sulfatés (SPS)

Ce sont des polymeres des sucres simples liés par des liaisons glycosidiques (Kannan
et al., 2014). Les agues marines sont la source la plus importante de SPS non animal et la
structure chimique de ces polymeéres change selon I'espéce d'algues. La quantité présente de
SPS savere différer selon les trois divisions principales des algues marines, Chlorophyceae,
Rhodophyceae, et Phéophyceae. Les principales SPS trouvées dans les agues 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 éevé. 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).

1.6.3. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments organiques tétraterpenoid, ce sont synthétisé
naturellement au niveau des chloroplastes et des chromoplastes des plantes et quel ques autres
organismes photosynthétiques comme les algues, quel ques types de mycete et bactéries.

Les caroténoides communs, comme la lutéine, I'astaxanthine, et la zéaxanthine, sont
connus comme xanthophylles mais le fucoxanthine et |'astaxanthine (sont les constituants
principaux des caroténoides d'algues marins. Le fucoxanthine est I'un des caroténoides marins
le plus abondants, et contribue plus que 10 % de toute la production estimeée des caroténoides
en nature, spécialement dans I'environnement marin (Rengasamy et al., 2014). C’est une
xanthophylle, de la formule C4Hss06, 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

La structure primaire des protéines naturelles se compose de certaines sequences 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 proténe parentale et peut étre libéré dans
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différentes maniéres telles que I’hydrolyse par les enzymes digestives et par les micro-
organismes protéol ytiques.

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.

Quelgques espéces rouges ou vertes dalgue 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, tels
que des alginates de phéophycées ou les carraghénanes de certains Rhodophycées
(Wijesinghe et Jeon, 2012).

1.5.5. Acides gras polyinsaturés (AGPI)

Les phospholipides et les glycolipides sont les principales classes de lipides présents
dans les algues. Lorsque la température de |'environnement diminue, les algues peuvent
accumuler des acides gras polyinsaturés (AGPI).

Les espéces qui vivent dans les régions froides contiennent plusieurs AGPI que les
especes 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 synthétisés que par les plantes. Ces lipides sont
constitués d'au moins 20 atomes de carbone avec au moins deux doubles liaisons
(Chojnacka, 2012).

1.5.6. 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 | es animaux,
I'ergostérol dans les champignons et le phytostérol chez les plantes. Le fucostérol est un
phytostérol trouvé dans les agues brunes bien reconnu pour ses activités biologiques
bénéfiques pour la santé, tels que, les antioxydants, réduction du cholestérol, et des activités
antidiabétiques (Li et Kim, 2011).
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|.5.7. Sels minéraux

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

Quand les chercheurs ont examiné 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 cacium (0,16 g/ L) qui ont é&é
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 niveaux élevés
d'ions de magnésium (581,20 mg/ I) et de calcium (460,11 mg/ L) (Chojnacka, 2012).

|.6. Applications des Algues marines

Il existe plusieurs domaines économiques qui font appel a des algues ou a des
phycocolloides. Elles présentent actuellement une source nutritionnelle et un produit & valeur
montante, surtout en Asie ou elles sont utilistes directement comme aiments, ou
indirectement surtout par I’industrie de phycocolloides (agars et alginates). Elles sont utilisées
en agriculture comme engrais et fourrage, dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique,
dans le textile, et dans bien d’autres domaines (Chopin, 1997).

[.6.1. En alimentation humaine

Les algues sont consommeées en Asie depuis I’aube de I’humanite. En Occident, cette
consommation directe d’algues est plus marginale et plus récente. Elles ont été récemment
approuvées pour une consommation humaine (comme légumes et condiments), ouvrant ainsi
de nouvelles opportunités pour I’industrie agro-alimentaire (M abeau et Fleurence, 1993).

Ces macroal gues contiennent des protéines, lipides, vitamines et minéraux et constituent
donc une source d’aliment précieuse (Sanchez-Machado et al., 2004; Noziah and Ching,
2000; Wong and Cheung, 2000). Environs 75% de la production d’algues produites
mondialement (8 millions de tonnes d’algues fraiches) est destinée a I’alimentation humaine
directe.

[.6.2. En agriculture

Depuis longtemps les populations littorales fertilisaient leurs terres a I’aide macroal gues
surtout avec les grandes algues brunes qui sont recueillies généralement au niveau des plages,
puis lavées et coupées. Les effets des macroalgues comme fertilisants different selon I’algue

utilisée. En général, ce n’est pas di seulement aux composants chimiques de I’algue et a la
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valeur nutritionnelle de I’algue, mais aussi aux propriétés physiques des polysaccharides de
I’algue lesquels aident a améliorer le structure du sol (Kim, 1970).

L’emploi des fertilisants naturels devrait permettre une diminution de la quantité
d’engrais chimiques et des traitements phytosanitaires classiques polluant le sol ou/et la
récolte (Pérez, 1997).

1.6.3. Fourrages

Les algues font partie de la liste positive non exhaustive des matieres premieres pour
aliments des animaux. Elles apparaissent sous deux dénominations : farines d’algues marines
pour les algues brunes et algues marines pour le lithothamne. Les algues ont été utilisées
traditionnellement en alimentation animale pendant des centaines d’années. Leur utilisation
actuelle reste cependant marginale du fait de leur codt relativement élevé (Dominique, 2005).

[.6.4. Letraitement des eaux usees

Il existe un usage potentiel des algues marines pour le traitement des eaux usées. Par
exemple, certaines algues sont capables d’absorber les ions de métaux lourds tels que le zinc
et le cadmium des eaux polluées (Fao, 2014).

[.6.5. Dans le domaine phar maceutique et médical

Plusieurs composés chimiques isolés des macroalgues sont biologiquement actifs dont
certains possedent une activité pharmacol ogique efficace (Rorrer et Cheney, 2004).

Sur le marché pharmaceutique environ 40 médicaments sont déja fabriqués a partir de
matiéres chimiques d’algues. En ce qui concerne I’agar-agar son usage est répandu dans la
préparation de milieux de cultures nécessaires pour la microbiologie. Il est aussi employé
avec succes dans le traitement de la constipation. Le carraghénane est administré contre les
irritations du tube digestif et dans le cas d’une dysenterie. En pharmacologie, il est employé
comme agent émulsionnant dans 1’homogénéisation des huiles et comme I’agar, c’est un
hémostatique efficace. L’alginate comme le carraghénane, joue un role dans la prévention
des ulcéeres. Un médicament appelé communément « mousse de corse » est connu pour son
usage comme excellent vermifuge contre les oxyures et les ascaris (Naegelé, 1967).

|.7. Asparagopsis armata

Asparagopsis armata a été décrite pour la premiére fois sur la cote ouest australienne
(Harvey, 1854) et est également présente naturellement en Nouvelle-Zélande (Adams, 1994).
L’espéce est connue pour avoir éé introduite dans le nord- est de I’Atlantique et en
Méditrreranée dans les années 1920, probablement depuis I’Australie (Feldmann &
Feldman 1939, Mineur et al., 2010).
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A.armata a été pour la premiére fois dans I’hémisphére nord de I’ Algérie en 1923, Cette
algue se développe sur les fonds rocheux au niveau de I’étage infralittoral, de la surface
jusgu’a 40m de profondeur (Pacios, 2011).

[.7.1. Description

Le thalle d’Asparagopsis armata de couleur rouge rosé a rose pale et se présente en
touffes au contour pyramidal, de 15 a 30 cm de long. L’axe principal, cylindrique, d’un
diamétre proche de 1 mm, est ramifié irréguliérement. Les axes portent une succession
alternée de rameaux longs a croissance indéfinie, de rameaux courts et de rameaux épineux,
en forme de harpon. Les rameaux longs garnis de fin filaments (ou ramules) forment de
petites touffes pyramidales (Reviers B, 2002).

Dans la partie supérieure de I’algue. Les rameaux en forme de harpons sont disposes par
paire a la base des axes secondaires et vont permettre aux frondes de cette ague de
s’accrocher aux algues environnantes ou a divers supports.

Les plongeurs peuvent en faire I’expérience : s’ils passent trop pres d’Asparagopsis
armata, I’algue restera accrochée a leur combinaison. Le thalle a une structure uni-axiae, a
croissance apicale (Reviers B, 2002).

Les cellules superficielles contiennent de nombreux plastes discoides ou rubanés, aors
gue les cdlules internes ont des plastes peu nombreux et plus allongés. A la base du thalle,
des stolons plus ou moins ramifiés contribuent a sa fixation sur la roche ou sur d’autres
algues. L’algue contient des cellules spécialisées iodiques, contenant de I’iode. Lorsque I’on
étale I’algue sur du papier, I’iode réagit avec la cellulose du papier. On observe une auréole
bleutée autour de I’algue (Reviers B, 2002).

-
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Figure 03. La morphologie de I’algue rouge Asparagopsis armata. Photo : E. Talledo —
OCEANA (Oteroet al., 2013).

|.7.2. Taxonomie

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
Bongiophycées, et les Floridéophycées dont I’organisation végétative (Van den Hoek et al.,
1995) est différente, Asparagopsis armata est une algue rouge marine pluricellulaire, dont la
taxonomie complete est la suivante :

Division : Rhodophyta.
Classe : Rhodophyceae.
Sous-classe : Florideophyceae.
Ordre : Bonnemaisoniales.
Famille : Bonnemaisoniaceae.
Genre : Asparagopsis.

Espece : Asparagopsis armata.
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|.7.3. Répartition de I’espece

Asparagopsis armata est connue pour avoir une répartition en région tempérée. En effet,
les études de croissance et de survie a différentes températures ont montré que la phase
tétrasporophyte a une tolérance a la température comprise entre 25°C max et 5-7°C min, et
une croissance possible entre 21-23°C max et 9°C min (Guiry & Dawes 1992, Ni Chualain
et al., 2004). La température est considérée comme un facteur majeur pour la répartition des

espéces, avec ladisponibilité en substrat (Gar bary, 1987).
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Figure 04. Carte de répartition d'A. armata (extrait de Dijoux et al., 2014).

|.7.4. Reproduction

La plupart des algues rouges sont réputées pour posséder un cycle de développement
particulierement complexe.

Dans le cas d’Asparagopsis la reproduction se fait suivant un cycle trigénétique (alternance
de trois générations) :

La premiére génération est sexuée, et se présente sous forme de gamétophytes a n
chromosomes (haploide). Le gamete femelle demeure hébergé par le gamétophyte et I’ceuf
issu de la fécondation engendre, sur le gamétophyte porteur, une génération parasite a
développement réduit : le carposporphyte (deuxiéme génération, asexuée) (Cabioc’h et al.,

1992). Ce carposporphyte a 2n chromosomes formera des carpospores qui germeront pour
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donner la troisieme génération, ou tétrasporophyte, diploide, et qui fournit des spores
(tétraspores) dont |e dével oppement générera a nouveau des gamétophytes.

Dans notre cas, le cycle est trigénétique hétéromorphe, le tétrasporophyte éant trés
différent des gamétophytes. L’algue Asparagopsis armata représente la phase gamétophyte
d’Asparagopsis (Garon-L ardiere, 2004).

Cycle de réproduction de 1'algue rouge
Asparagopsis armata
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Figure 05. Le cycle de développement d’Asparagopsis armata.
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Il. Généralités sur lesbactéries pathogénes étudiées

Les germes qui ont fait I'objet des tests antimicrobiens font partie des microorganismes
rencontrés en pathologie humaine. 1l s’agit de souches bactériennes a Gram positif: (Bacillus
subtilis, Saphylococcus aureus) ; de souches bactériennes a Gram négatif (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae).

Le choix de ces germes est basé sur les résultats obtenus lors de I’étude réalisée sur les
algues récoltées de la cote rocheuses de la plage salamandre de lawilaya de M ostaganem.
[1.1. Notion de pouvoir pathogéne

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

4+ Bactérie pathogenes

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

Le pouvoir pathogéne dépend de I’espece bactérienne en cause, ainsi pour un méme
pouvoir pathogene, 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, 1995).

+ Lesbactériesopportunistes

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

I1.2. Lesbactériesa Gram négatif
[1.2.1. Escherichia coli

Escherichia coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles a
coloration de Gram négative, non sporul és, anaérobies facultatifs et qui ne possedent pas
d’oxydase (Freter et al., 1983 ; Kaper et al., 2004 ; Russo et Johnson, 2000).
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La plupart des E.coli se multiplient rapidement (18 & 24 h) sur les milieux habituels. Les
colonies ont en moyenne 2 mm de diamétre, elles sont rondes, plastes et a bords réguliers
(Joly et Reynaud, 2002). L’espéce E. coli est considérée comme un héte normal, c'est-a-dire
commensal, de la microflore digestive de I’lhnomme et de la plupart des animaux a sang chaud
(Freter et al., 1983 ; Kaper et al., 2004 ; Russo et Johnson, 2000).

Les souches Escherichia coli sont retrouvées dans le tractus gastrointestina de
nombreux animaux a sang chaud, dont I’homme, ou elles jouent communément le réle de
bactérie commensale. Cependant, I’acquisition et la combinaison de facteurs de virulence
chez les souches E. coli peuvent entrainer des modifications de leur comportement pouvant
occasionner diverses infections telles des infections intestinales (Levine et Edelman, 1984).
ou extra-intestinales.

Les E. coli a I’origine de maladies intestinales ont en commun de se multiplier dans
I’intestin de leurs hotes. Ce premier groupe de pathogenes est suddivisé en 6 pathovars
majeurs (Croxen et Finlay, 2010). selon le type de maladie engendrée et les facteurs de
virulence associes : les ETEC (E. coli Entérotoxinogenes), les EHEC (E. coli
Entérohémorragiques), les EPEC (E. coli entéropathogenes), les DAEC (E. coli a adhérence
diffuse), les EAEC (E. coli entéroagrégatives) et les EIEC (E. coli entéroinvasives). Le
deuxiéme groupe de E. coli a I’origine de maladies extra- intestinales (EXPEC) a acquis la
capacite de dejouer les défenses immunitaires de I’héte, et a se propager dans I’organisme
(Johnson et Russo, 2005) .Elles peuvent induire chez leurs hétes des infections du tractus
urinaire (ITU) : UPEC, « Urinary Pathogenic E. coli » ; des méningites néonatales : NMEC, «
Neonatal Meningitis E.coli » ; ou des septicémies (Mokady et al., 2005). Elles posent
probléme autant en médecine humaine, (notamment a cause des multiples résistances acquises

portées e plus souvent par des plasmides), qu’en medecine animale.




Synthése bibliographique

Figure 07. Escherichia coli au microscope € ectronique

(www.microbioligyinpictures.com).

11.2.2. Klebsiella pneumoniae
Est une bactérie appartenant a la famille des Entérobacteriaceae, elle représente I’espece
type du genre Klebsiella. Elle fait partie de la flore commensale de la peau et des muqueuses
de I’homme et des animeaux en faible quantité (Raud, 2003). C’est un bacille Gram négatif
de 1 a4 um de long sur 0.4 a4 0.6 um de large, immobile généralement entouré de capsule
polyosidique donnant un aspect muqueux typique du genre. C’est une bactérie aéro-anaérobie
facultative (Raud, 2003).

Klebsiella pneumoniae est une espéce pathogene opportuniste. Elle est fréquemment
rencontrée dans la nature : eau de surface, du sol, du bois et des végétaux. 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 I’une des principales espéces bactériennes impliquées dans
lesinfections 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). Les espéeces Klebsiella pneumonies sont a I’origine d’infections
survenant dans les unités de soin intensifs (USI) (Carpentier et al., 2012). Elles peuvent
également causer des bactériémies, d’abcés cérébral et des maladies chroniques comme la
meéningite. Particulierement de deux types de toxi-infections aimentaires: le syndrome
emétique et le syndrome diarrhéique (Stenforset al., 2008 ; Kassis et Chikhani, 2012).
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Figure 08. Coloration de Gram des Klebsiella pneumoniae.

(www.microbioligyinpictur es.com).

I1.2.3. 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 négatif, aérobies strict a flagelle polaire, contenant
de la pyocyanine, est exceptionnellement I’agent de gastroentérites a partir d’aliments
contaminés, elle possede aussi au moins six toxines (entérotoxines, exotoxines A, exoenzyme
S, hémolysine, leucocidine et glycoprotéine) (Giraud, 1998).

P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste capable d’infecter une grande variété
d’hbtes : humain, souris, insectes, nématodes, plantes et amibes (D'Argenio et al., 2001;
Pukatzki et al., 2002; Rahme et al., 1995). Chez I’homme, P. aeruginosa colonise
particulierement les personnes immunodéprimées (patients atteints de leucémie, SIDA,
cancer), les grands brilés, les patients en soins intensifs ou atteints de la mucoviscidose
(Bielecki et al., 2008; Branski et al., 2009; Lyczak, 2000). Elle est capable de coloniser une
grande diversité de tissus. Elle provoque des bactériémies, des infections intestinaes,
urinaires, des dermatites, des otites externes, des kératites ulcéreuses chez les porteurs de
verres de contact, des infections de la peau chez les grands brilés, des endocardites chez les
patients abusant de drogues intraveineuses, (Bielecki et al., 2008; Bodey et al., 1983;
Branski et al., 2009). P. aeruginosa est également capable de causer des méningites et des

)

ostéomyélites en infectant le systéme nerveux central et les structures osseuses (Carek et al.,
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2001). Cette bactérie est impliquée dans des infections nosocomiales (Vitkauskiené et al.,
2010; Rosenthal et al., 2011).

Figure 09. Pseudomonas aeruginosa au microscope é ectronique.

(http://www.sciencephoto.com).

[1.3. Lesbactériesa Gram positif
11.3.1. Staphylococcus aureus
Saphylococcus aureus de la famille des Staphylococcaceae bactérie a Gram positif, se
présente sous I’aspect de coque en petits amas mesurant de 0.8 & 1um ou des grappes de
raisins. Cette bactéries est immobile, non sporulée et aéro-anaérobie facultative. Elle fait
partie de laflore normale de corps humain (Daveries et al., 2005).
4 Pouvoir pathogéene
Bien qu’étant commensal, S aureus est également responsable d’un grand nombre
d’infections chez I’Homme, notamment des infections cutanées et des infections des
muqueuses (Engl et Med, 1998). Ces infections peuvent mener a des bactériémies et faire
I’objet de métastases septiques a I’origine de foyers infectieux profonds. Dans 10 % des
bactériémies, une endocardite survient comme complication (Pilly, 2008). La porte d’entrée

principale de S. aureus est cutanée, comme peuvent I’étre une plaie ou le point d’un cathéter.

u
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Figure 10. Staphylococcus aureus au microscope é ectronique.

(http://www.bacteriainphotos.com).

11.3.1. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis appartient a I'embranchement des firmicutes, a la famille des
bacillaceas et au genre Bacillus. Comme son embranchement I'indique, c'est une bactérie a
Gram positif. Les cellules sont de morphologie bacilliforme. Les tailles sont variables de 2 a
10 um en longueur et de 0.5 a 2 um en largueur.B. subtilis est mobile gréce a une ciliature
péritriche. B. subtilis est une bactérie catal ase positive, aérobie ou aéro-anaérobie. Les formes
veégétatives et les spores font de B. subtilis une bactérie ubiquitaire que 1’on peut isoler de
I’eau de mer, de I’eau douce ou des aliments (Sonenshein et al., 2002) .

La bactérie peut produire un endospore qui permet a l'organisme de supporter les
conditions environnementales extrémes (chaleur, sécheresse, l'irradiation UV) (Kilian et al.,
2000). Ce bacille peut produire des antibiotiques spécifiques, comme la difficidine et
I’oxydifficidine (Zimmerman et al., 1987), mais auss des antibiotiques plus communs,
comme la bacitracine, la bacilline et |a bacillomycine B (Parry et al., 1983).

Cette bactérie n’est pas considérée comme pathogéne pour I’homme mais peut
exceptionnellement contaminer les aliments et caser une intoxication alimentaire (Sonenshein
et al., 2002).

8
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Figure 11. Coloration de Gram des Bacillus subtilis.

(www.microbioligyinpictures.com).
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. Matériel
I.1. Zone d'échantillonnage
L’échantillon d’algue marine Asparagopsis armata étudiée a été récoltée en mois de
Avril 2017 sur la c6te 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 | aboratoire dans des sacs en polyéthylene.

ol
Eoids

EALAMANDEE

i B
7]

Figure 11. Station de la récolte de I’algue rouge marine Asparagopsis armata (Wilaya de
Mostaganem ; Salamandre) (Google maps, 2017).
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Photo 01. Photo de I’algue marine rouge Asparagopsis armata a I’état frais.

|.2. Souches microbiennes

L es souches microbiennes utilisées dans cette étude proviennent de I’ATCC, de I’'IBMC
et CIP (Tableau 03). Leur croissance est réalisée a 37°C sur gélose Mueller-Hinton Agar

(MHA bio Mérieux) pour les souches bactériennes.

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

Bactérie Gram Code
Saphyl ococcus aureus = ATCC 6538
Bacillus subtilis g ATCC 6633
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853
Escherichia cali %, ATCC 8739
Klebsiella pneumonia < IBMC Strasbourg

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.

Origine
MNHN
LAPRONA
MNHN
MNHN
MNHN

LAAPSAB-Tlemcen : Laboratoire Antibiotiques Antifongiques Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique de

I’Université de Tlemcen.
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[.3. Choix des milieux de culture
Suivant les méthodes employees dans I’essai et selon les souches, nous avons utilisée
comme milieux de culture solide Muller Hinton (MH) (Annexe). C’est le milieu de culture
utilisé pour étudier I’activité antibactérienne parce que c’est le milieu le plus employé pour les
tests de sensibilité aux agents antibactériens (Gachkaret al., 2006). La gélose Mueller —
Hinton est utilisée pour I’étude de la sensibilité de la bactérie aux différents extraits d’algues.
[I. Méthodes
I1.1. Préparation des extraits d’algues
Au laboratoire, cet échantillon est a nouveau rincé avec de I’eau de robinet puis avec
I’eau distillée pour le mettre a I’obscurité et a la température ambiante jusqu’a la
déshydratation compléte (Photo 2 (A). Aprés sechage, L’algue est broyée a I’aide d’un
mortier (Photo 02 (B). 25 g de cette poudre sont introduits dans deux flacons en verre
contenant 200 ml de dichlorométhane (99.99%) (Photo 03).
Aprés 24 heures de macération a température ambiante et sous agitation (250 rpm) le
contenu des flacons est filtré plusieurs fois a I’aide du papier Wattman N°1. Les filtrats
obtenus sont évaporé a sec sous vide a I’aide d’un évaporateur rotatif réglé a 45°C. Les

résidus secs sont récupérés dans du DM SO pour une concentration finale de et seront stockés

a +4 C° dans des tubes en verre hermétiquement fermés jusqu’au moment de leur utilisation
(Cho et al., 2007).

Photo 02. Photo de I’algue marine rouge Asparagopsis armata (Chenguiti & Mouissa,2017).
(A) Algue séché ; (B) Algue broyer.

s
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Photo 03. Photo de la macération d’algue marine Asparagopsis armata
(Chenguiti & Mouissa, 2017).

Photo 04. Evaporateur rotatif.

11.2. Calcul du rendement d’extraction
Le rendement d’extraction est déterminé par rapport de la poudre initial pour les

différents extraits en appliquant laformule suivante :

E
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P2-P1
et 100

Rendement d’extraction (%) =

Avec:
P1 : poids du ballon vide.
P2 : poids du ballon aprés I’évaporation du méthanol.
PO : poidsinitial de la poudre végétal (25 g).
1.3 Test de sensibilité aux antibiotiques
Le but de réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe a un

ou plusieurs antibiotiques et le comparer avec I’effet de nos extraits bruts.
L es antibiotiques utilisés dans cette éude sont indiqué dans le Tableau (02) suivant :

Tableau 02. Liste des antibiotiques testés sur les bactéries.

Antibiotiques Code Charge
Cefoxitine FOX 30ug
Gentamicine CN 10ug
Acide Nalidixique NA 30ug
Imipenen IMI 10ug
Amikacin AK 30ug
Amoxicilline AML 30ug
Céfataxime CTX 30ug
Ticarciline+Acide Clavulanique TIM 10ug
Ampicilline AMP 10 ug

Le choix des antibiotiques a éé fait en fonction de la disponibilité.

Les disques des antibiotiques sont déposés a la surface d’un milieu gélosé (Mueller-
Hinton Agar), préalablement ensemencé avec un inoculum & 0.1 Macfarland des souches a
étudier. Lalecturefait apres 24 heures d’incubation a 37°C.

La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole
qu’avec les extraits d’algue rouge.

[1.4. Testsantibactériennes

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

[1.5. Préparation del'inoculum
11.5.1. Préparation de pré-culture

Les tests antibactériens doivent étre réalises a partir des cultures jeunes de (18 a 24
heures). La réactivation des souches est effectuée par un repiquage réalise dans des boites de
Pétri contenant de (MH) puis, incubées a 37°C pendant 24 heures. (Duraffourd et al., 1990)

11.5.2. Préparation dela suspension bactérienne

A partir des cultures jeunes sur (MH). On préleve 3 a 5 colonies bien isolées et
identiques dans 10 ml d'eau physiologique stérile, on agite au vortex pendant quelques
secondes.la standardisation de la suspension & 10° UFC/ml, (Benkherara et al., 2013) est
réalisée a l'aide d’un spectrophotomeétre réglé sur une longueur d'onde de 625 nm. On Mac
Farland de 0.5 on admet une DO comprise entre 0,08 et 0,1 correspond a une concentration de
10® UFC/ml. (Atwal, 2003 ; Bendahou et al., 2007).

[1.6. Technique de diffusion en milieu solide
11.6.1. mé&hode des puits

L activité inhibitrice de I’extrait organique d’Asparagopsis armata obtenu est testée par
la méthode des puits. Le DMSO est utilise 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 apres 24 heures d’incubation a 37°C. Un aliquote de 40 pul de I’extrait est
introduit dans un puit de 6 mm de diamétre, dans la gélose Mueller-Hinton Agar
préalablement ensemencée par écouvillonnage avec I’inoculum de chaque bactérie a tester.
Les diameétres des zones d’inhibition seront alors mesurés a I’aide d’un pied a coulisse.

11.6.2. Méthode des disques

Avec une suspension microbienne pure fraichement préparée et ensemencée sur le
milieu gélosés. Nous imbibons un disque de papier Wattman stérile N°01 de 6 mm de
diametre avec 10 ul d’extrait puis nous les déposons sur la surface de gélose ensemencée
ensuite les incubons I’ensemble pendant 24 heures a 37 C°.

[1.7. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme la plus faible concentration inhibant toute croissance
bactérienne visible a I’eeil nu, apres 18 a 24 heures d’incubation (Caquet, 2004).

La détermination de CMI est faite en utilisant la méthode de dilution en milieu solide
Mueller-Hinton décrite par Tuncel et Nergiz, (1993). Pour cela, I’activité antibactérienne
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d’une série de concentrations de I’extrait dichlorométhanique de I’algue rouge Asparagopsis
armata comprises entre 0.6 et 133.33 mg/mL (Photo 5) est mesurée. Le DM SO pur est utilise
comme un témoin négatif. 40 ul de chaque concentration sont introduits dans des puits de 6
mm de diamétre, dans la gélose Mueller-Hinton Agar préalablement ensemencée par
écouvillonnage avec I'inoculum de chaque suspension bactérienne d’une culture jeune (10°
UFC/ml). Apres incubation des boites de pétri a 37°C pendant 24 heures, la croissance des

bactéries est comparée a celle du témoin.

Photo 05. Les dilutions de I’extrait d’algue Asparagopsis armata.

)
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|. Rendement des extraits bruts

L’extraction a I’aide de dichlorométhane comme solvant a donné un rendement d’environ 5%.
Cerésultat est plus au moins proche que celui trouvé par Doukhani et Taibaoui (2015).

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

De plus, le dichlorométhane semble c’est avéré le meilleur solvant d’exaction des
agents antibactériens, vue que toutes les bactéries testées ce sont montrées extrémement
sensibles en présence de cet extrait. De méme (Moujahid et al, 2004) ont trouvé que I’ extrait
dichlorométhanolique a un effet inhibiteur important vis-avis de quelques souches
bactériennes.

[l. L activité antibactérienne
I1.1. Résultats detests de sensibilité aux antibiotiques

L’antibiogramme a pour but de prédire la sensibilité¢ d’un microorganisme vis-aVvis
d’un ou plusieurs antibiotiques. Cette sensibilité est exprimée par I’apparition de zones
d’inhibition autour de ces disques. Il a été réalisé au préaable lors des tests antibactériens,
comme un témoin afin d’évaluer I’ pouvoir antibactérien de I’extrait dichlorométhanique. La
Photo (06) indique les résultats de I’effet de quelques antibiotiques sur les souches
bactériennes étudiées.

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

)
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Bacillus subtilis
Photo 06. Effet de quel ques antibiotiques sur les bactéries a Gram positif et a Gram négatif.

D’apreés les résultats indiqués dans le Tableau (03) on remarque que les différents
antibiotiques possédent des effets distincts sur les bactéries testées.

Pour cela, on observe que les différentes souches de bactéries étudiées réagissent
différemment aux antibiotiques testés. Parmi les souches étudiées, les Pseudomonas
aeruginosa, K.pneumoniae et Bacillus subtilis se révelent multi-résistantes, tandis que les
souches E.coli et Saphylococcus aureus sont les plus sensibles ala plus part des antibiotiques
testés. Nous remarquons que toutes les bactéries résistent a I’IMI mais sensibles & la CN.

31
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Tableau 03. Résultats de I’antibiogramme des germes étudiés en présence de différentes

ATB (diamétre de la zone d’inhibition en mm).

Diametre de la zone d’inhibition en (mm)

Antibictiques Gram Négatif Gram Positif
E.coli P.aerruginosa  K.pneumoniae Saureus B.subtilis
AMP:10pg  10.35+0.070 6+0 6+0 4175+ 0.777 6+0
AML : 30ug 105+0.2 6+0 6+0 44.55 + 0.070 6+0
CN:10p 21.075+ 0.007 19.65+0.212 205+0.424  27.15+0.494 24.15+0.070
NA : 30pg 21.05+0.212 6+0 1755+ 0.777 7.8+0.141 11.55+ 0.353
IMI : 10ug 6+0 6+0 6+0 6+0 6+0
FOX :30ug 23.55+0.070 6+0 17.8 £ 0.565 28.4+0424 124+ 0.141
CTX :30ug 28.05+ 0.49 14.3+0.141 29.75 + 0.636 25.2+0424 6+0
AK : 30 pg 2435+021 25.25+0.212 20.8+£0.282 2815+0353 27.1+0.141
TIM :10ug  12.45+0.070 6+0 6+0 290.2+0.424 6+0

[1.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne par la méhode de diffusion

Les résultats des tests antibactériens réalisés par la méthode d diffusion sur milieu solide
montrent que I’extrait dichlorométhanique d’Asparagopsis armata a une excellente activité
antibactérienne contre les bactéries a Gram négatif et les bactéries a Gram positif qui se
traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition (Photos O7et 08). Les composés chimiques
présents au niveau de I’algue Asparagopsis armata ayant une activité antibactérienne peuvent
étre donc plus ou moins hydrophobe tels que les composés terpéniques et les lipides
(Moujahid et al., 2004 ; Paul et al., 2006 ; Noemi €t al., 2007).

Escherichia coli Bacillus subtilis

Pseudomonas aeruginosa Klebsiella pneunoniae Staphylococcus aureus

Photo 07. Résultats de I’effet des extraits d’ Asparagopsis armata sur les souches microbiennes par |la méthode

de diffusion sur puits.
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Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa Klebsiella pneunoniae Staphylococcus aureus Bacillus subtilis

Photo 08. Résultats de I’effet des extraits d” Asparagopsis armata sur les souches microbiennes par la méthode de

diffusion sur disques.

On remargque également que |’extrait d’algue a montré une activité antibactérienne
contre toutes les souches bactériennes étudiées sans aucune exception avec des degrés
d’inhibition variables. Cet effet antibactérien est plus ou moins proche a celui obtenu avec les
antibiotiques de références. Le DM SO pur, utilisé comme solvant de solubilisation des résidus
secs d’algue rouge n’a aucun effet antibactérien sur les souches étudiées.

Les bactéries a gram négatif semblent étre moins sensibles vis-a-vis de I’extrait
dichlorométhanique par rapport aux bactéries a gram positif.

En effet, laraison de la différence de sensibilité entre les bactéries gram positif et Gram
négatif pourrait étre attribuée aux différences dans les constitutions morphologiques entre ces
micro-organismes (structure et la composition de paroi cellulaire).

La méthode de diffusion sur puits nous a permis d’observer des zones d’inhibitions
comprises entre 24 mm et 37 mm pour toutes les souches bactériennes étudiées. Tandis que
les résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait dichlorométhanique réaisée par la
méthode de diffusion sur disque était plus ou moins faible ou des zones d’inhibitions de 10.85
a17.34 mm ont été observées (Tableaux 04 et 05).

Nous pouvons dire gue Staphyl ococcus aur eus est |a souche bactérienne la plus sensible
a I’extrait dichlorométhane par rapport aux autres bactéries. 1l serait donc intéressant d’utiliser
I’algue marine rouge Asparagopsis comme source d’agent anti-staphylococcique pour lutter
contre les infections nosocomiales.

D’aprés nos résultats décrit précédemment, on peut dire que I’extrait
dichlorométhanique de I’algue rouge Asparagopsis a un pouvoir antibactérien puissant par
rapport a I’AMP, I’AML, le TIM et I’'IMI vue que ces derniers sont inactifs sur la plus part
des souches bactériennes.

|
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Tableau 04. Résultats de la méthode des puits de I’effet antibactérien de I’extrait
dichlorométahnique (40 ul/puits a 200 mg/mL) de I’algue rouge Asparagopsis armata.
Diamétre de la zone d’inhibition en (mm)

Gram Négatif Gram Positif
E.coli P.aerruginosa  K.pneumoniae Saureus B.subtilis

29.535+0.063 30.33+0  24.58+0.007 37.88+£0.523 31.02+0.565

Tableau 05. Résultats de la méthode des disques de I’effet antibactérien de I’extrait

dichlorométahnique (10 pul/disque 200 mg/mL) de I’algue rouge Asparagopsis armata.

Diamétre de la zone d’inhibition en (mm)

Gram Négatif Gram Positif

E.coli P.aerruginosa  K.pneumoniae Saureus B.subtilis

11.415+0.063 12.32+0.070 10.855+0.021 17.345+0.063 12.735+3.118

D’apres ces résultats, on constate que I’algue rouge Asparagopsis armata est riche en
agents inhibiteurs antibactériens. La méthode d’extraction utilisée dans notre travail a
probablement permis d’obtenir des extraits qui contiennent plusieurs principes actifs
responsables de I’inhibition des souches bactériennes.

Dans la littérature, la majorité des composeés responsables de I'activité antibactérienne
sont les dérivés terpéniques (Konig et al., 1999, Etahiri et al., 2001, Wang et al., 2007,
Smyrniotopoulos et al., 2008, Vairappan et al., 2008, Chakraborty et al., 2010 ),
phénoliques (Xu et al. 2003, Oh et al., 2008, Etahiri et al., 2007) et lipidiques (Findlay et
Patil. 1986, Siddqiui et al., 1993, Al- Fadhli et al., 2006, Paul et al., 2006 ).

Gao et al., (2011), ont montré que les algues marines n’ont pas seulement une activité

antibactérienne ou antifongique, mais ils sont aussi toxiques pour les cellules cancéreuses.

Notre résultat est en accord avec Farid et al., (2012) qui ont montré que I’algue rouge
Asparagopsis armata a un effet inhibiteur remarquable vis-a-vis S. aureus, en utilisant un
extrait contiens un mélange de dichlorométhane et méthanol (V/V), ils ont trouvé que cette
algue est plus inhibitrice pour S. aureus par rapport a d’autre espéces d’algue rouge.

Farid et al., (2012), ont montré aussi que les algues rouges y compris Asparagopsis

armata ont une forte activité antibactérienne par rapport aux algues vertes et brunes.
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Susete et al., (2015), ont également travaillé sur I’activité antibactérienne des algues, ils
ont utilisé trois solvants: le Méthanol, Dichlorométhane et I’Hexane, mais ils n’ont pas
obtenu une inhibition pour I’E.Coli lorsqu’ils ont utilisé I’extrait d’ Asparagopsis armata. Cela
peut étre da a la méthode d’extraction différente qu’ils ont utilisée dans leur travail.

Certains parameétres ont un effet sur I’activité antimicrobienne, il ya toujours une
relation étroite entre I’activité antibactérienne des algues, la saison de récolte et certains
parameétres physicochimiques tels que la température, la lumiére, les sels minéraux et les
mouvements de I’eau (Amimi et al., 2013; El Omari et al., 2013 ), ils constituent les
parametres écologiques essentiels dans la détermination de la fertilité des agues et donc
affectent de fagon notable la présence de tel ou tel composé bioactif responsable de
I’activité biologique (Younes et al., 2009).

Bansemir et al., (2006), ont trouvé également que I’extrait dichlorométhanique d’algue
rouge Asparagopsis armata a une activité antibactérienne puissante sur des bactéries

pathogenes des poissons.

[11.4. Evaluation dela concentration minimaleinhibitrice (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 apres disparition du composé inhibiteur (Mann et
Markham, 1998).

Nous avons pu déterminer les valeurs de CMI de I’effet de I’extrait dichlorométhanique
de I’algue Asparagopsis armata en utilisant la méthode de diffusion sur puits et les résultats
trouvés sont regroupés dans le Tableau (6). D’apres les Photos (09-13) on constate que la
CMI pour les bactéries B.subtilis; Saureus et E.coli. est d’environ 0.14 mg/puits ou une
faible zone d’inhibition a était observée d’environ 10 mm tandis. La valeur de CMI
déterminée pour K.pneumoniae est de 0.88 mg/puits. P. aeruginosa possede la valeur de CMI

laplus élevée et c’est donc la souche la plus résistante par rapport aux autres bactéries.




Résultats et discussion

Tableau 06 : Résultats de la détermination de CMI par la méthode de puits de I’effet

de I’extrait dichlorométhanique d’ Asparagopsis armata sur les bactéries a Gram+ et a

Extrait
dichlorométhanique
mg/puit

E.coli.
P.aeruginosa

K.pneumoniae

Saureus
B.subtilis

0" témoin

0

6.00 +0.00
6.00 +0.00
6.00+0.00

6.00+0.00
6.00 +0.00

8.00

32,44+0,00
30,33+ 0.00
24.58+0.00

37,88+0,52
31,02+0,56

Gram-.

5.33

19.69 +0.31
22,86 +0,14
23,89+0.29
22,77+0,16

24,28+0,55

2.66

15,14 +0,45
16,43 £0,01
19,96 £0,24
12,155+0,02

17,35+1,06

0.88

10,54 +0,15
6.00 + 0.00
15,14 +0,01
11,69+0,205

13,23+0,77

0,14

9,085 +0,00
6.0 0+ 0.00
6.00 + 0.00

9,54+0,014
10,46%0,23

0,024

6.00 + 0.00
6.00 + 0.00
6.00 + 0.00

6.00 + 0.00
6.00 +0.00

Photol0. Le résultat de CMI par la méthode de puits de I’extrait d’ Asparagopsis armata sur P.aerruginosa.
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Photo 11. Lerésultat de CMI par laméthode de puits de I’extrait d’Asparagopsis armata sur K.pneumoniae.

Photo 13. Lerésultat de CMI par la méthode de puits de I’extrait d’ Asparagopsis armata sur B.subtilis.
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Conclusion

Depuis longtemps, les algues sont reconnues comme un aiment de haute valeur
nutritive gréce a leur contenance en vitamines, en minéraux, acides gras et acides aminés
essentiels au corps humain. Derniérement, la découverte de nouveaux composés bioactifs
d’origine algale permet leur utilisation a des fins thérapeutiques.

L’Algérie avec sa longue bonde cétiére de 1600 km, constitue une source inexploitable
en algues marine.

Le présent travail s’oriente vers une voie de valorisation d’une algue marine tres peu
exploitée en Algérie.

Dans ce contexte nous sommes intéresses a évaluer I’activité antibactérienne de I’extrait
dichlorométhanique de I’algue rouge Asparagopsis armata de la cote marine de M ostaganem
vis-a&vis de souches bactériennes Gram positives et Gram négatives .

L’extrait dichlorométhanique est susceptible d’inhiber de maniére significative la
croissance en milieu solide des bactéries gram positive et les bactéries gram négatif. Parmi les
souches microbiennes étudiées, Saphylococcus aureus et Bacillus.subtilis sont les souches les
plus sensibles vis-a-vis de cet extrait tandis que E. Coli est plus ou moins sensible.

Les valeurs de CMI montrent que P. aeruginosa et K. pneumoniae sont les souches les
plus résistante vis-a-vis d I’extrait dihlorométhanique.

Nos résultats suggerent la possibilité d'utiliser 1’algue marine Asparagopsis armata
comme une source prometteuse et alternative aux antibiotiques actuellement utilise.

Afin d’approfondir ce travail de recherche nous proposons les perspectives suivantes :

= Analyse de I’extrait dichlorométhanique par chromatographie en phase liquide a
haute performance couplée au spectrophotométre de masse afin de connaitre la
nature chimique des molécules responsables de I’activité antibactérienne ;

= Réalisation des tests de cytotoxicité in vivo en vue d’une valorisation
pharmaceutique ;

= Tester I’effet d’autres solvants organiques sur I’activité antibactérienne ;

= Enfin, étudier I’effet de I’extrait dichlorométhanique sur des bactéries isolées du

milieu hospitalier.
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Composition de différents milieux utilisés

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

Infusion de viande de beeuf...............300 cm3

Peptone de Cas€ine..........ccceevevveveereerennnnnn. 17.59

Amidon de MaiS.......ccvvviieiiiiii i 1.5¢
AGAT i 179
EBaudistillé.............coooiii i, 1000ml
PH. 7.4

Eau physiologique:
Eaudistillé ..o, 1000ml
NaCl.....coooeii 290

Milieu liquide Bouillon nutritive :

Extraitdeviande................oo i 1 g
Extraitdelevure..........cocoovii i, 29
Chlorurede Sodium..........ccoviiiiiiice e D
EaU diStill 6. 1000
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.CMI sl

Résumé : Dans ce travail, I’activité antibactérienne de I’extrait dichlorometahnique de I’algue
marine rouge Asparagopsis armata a était évaluée par deux techniques de diffusion sur milieu
solide Muller-Hinton Agar.

L’extrait dichlorométahnique inhibe la croissance des bactéries pathogénes pour I’lhomme
Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae), et Gram
positif (Bacillus subtilis, Saphylococcus aureus) avec des diametres d’inhibions qui peuvent
atteindre 37 mm. L’extrait algal est plus actif sur les bactéries a Gram positif.

Les valeurs de CMI indiquent que Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Escherichia coli
(CMI mg/puits = 0.14) sont sensibles (a I’extrait dichlorométahnique tandis que Pseudomonas
aeruginosa et Klebsiella pneumoniae sont les souches bactériennes les plus résistantes (CMI
mg/puits = 0.8 et 2.66, respectivement).

L’algue marine rouge Asparagopsis armata peut étre valorisée comme source d’agents
antibactériens qui peuvent étre utilisés dans le domaine pharmaceutique pour le traitement des
infections nosocomiales.

Mots clés : Asparagopsis armata, extrait dichlorométahnique, antibactérienne, CMI.

Abstract: In this work, the antibacterial activity of the dichloromethane extract of the red
marine alga Asparagopsis armata was evaluated by two techniques of diffusion on solid medium
Muller-Hinton Agar.

The dichloromethane extract inhibits the growth of pathogenic bacteria in Gram-negative
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae), and Gram-positive
(Bacillus subtilis, Saphylococcus aureus) with inhibition diameters up to 37 mm. The algal
extract is more active on Gram-positive bacteria.

MIC values indicate that Bacillus subtilis, Saphylococcus aureus and Escherichia coli (MIC
mg / well = 0.14) are sensitive to dichloromethane extract while Pseudomonas aeruginosa and
Klebsiella pneumoniae are the most resistant bacterial strains (MIC mg / well = 0.8 and 2.66,
respectively).

The red marine alga Asparagopsis armata can be recovered as a source of antibacterial agents
which can be used in the pharmaceutical field for the treatment of nosocomial infections.

Keywords: Asparagopsis armata, dichloromethane extract, antibacterial, CMI.
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