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Résumé

Dans ce travail, nous nous sommes focalisés sur 1’évaluation de [Dactivité
antibacterienne de 1’extrait méthanolique d’une algue brune collectée de la cote marine de
Salamendre « Mostaganem » Dictyota dichotoma vis-a-vis de Cing souches bactériennes
considérées comme pathogénes pour 1’étre humain dont :Gram- ( Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa ; Klebsiella pneumoniae),Gram+(Staphylococus aureus, Bacillus
subtilis ).
L’algue brune est obtenue par la méthode a I’aide d’un rotavape. Le rendement de cette
algue est estimée a 14.9%. L’activité antibactérienne est déterminée par la méthode de
diffusion sur puits. L’algue brune Dictyota dichotoma posséde des effets antibactériens. Les
bactéries a Gram positif semblent étre plus sensibles a notre extrait algal par rapport aux
bactéries & Gram négatif. Les souches Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa sont les
plus résistantes a cette algue, tandis que Staphylococus aureus et bacillus subtilis sont les
plus sensible. L’algue brune représente a priori une source naturelle d’agents antibactériens
qui peuvent étre utilisés dans le domaine pharmaceutique comme antibiotique ou bien dans le
domaine agroalimentaire comme conservateur.

Mots clés : Dictyota dichotoma, activité antibactérienne, technique de diffusion en milieu
solide.



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

Abstract:
In this paper we have focused on the evaluation of the antibacterial activity of the methanol
extract of a brown seaweed collected from the marine algae of Salamander "Mostaganem"
Dictyota dichotoma vis-a-vis five bacterial strains considered pathogenic And / or dangerous
to humans Gram- ( Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ; Klebsiella
pneumoniae),Gram+(Staphylococus aureus, Bacillus subtilis ).
The brown alga is obtained by the evaporation rotatif method using a rotavape. The content
of this alga is estimated at 14.9%. The antibacterial activity is determined by the well
diffusion method. The cystoseira tamariscifolia brown alga has antibacterial effects. Gram-
positive bacteria appear to be more sensitive to our algal extract compared to Gram-negative
bacteria. The strains Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa are the most resistant to
this alga, Whereas Staphylococus aureus is the most sensitive. The brown alga represents a
priori a natural source of antibacterial agents which can be used in the pharmaceutical field
as an antibiotic or else in the agri-food domain as a preservative.

Keyword: Dictyota dichotoma, antibacterial activity, diffusion technique in solid medium
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Introduction

La terre est la planéte bleue ou 1’eau recouvre plus de 70 pourcent de sa surface. Elle
abrite des organismes marins riches en composés bioactifs a divers activités biologique
présentant une énorme ressource de nouveau composés (Yong-xin et al., 2011)

L’étude des produits d’origines marines a débuté a la fin des années 1970 et a conduit a
I’isolement d’environ 21855 substances. Beaucoup d’extraits isolés présentent une potentialité
pharmacologique, bien supérieure a celle de produits naturels provenant de plantes ou
d’organisme terrestre (Blunt et al., 2012)

Parmi les microorganismes marins, les algues occupent une place importante dans le
milieu marin. Traditionnellement, les algues étaient consommées a I'état frais ou blanchies
dans des salades, des soupes ou en garnitures (Yuan., 2008). Les algues sont faibles en gras et
contiennent beaucoup de minéraux et de vitamines. Des quantités importantes de protéines,
d'acides gras polyinsaturés a longues chaines et des fibres solubles et insolubles y sont
présentes (Yuan, 2008).

Les algues sont source riches en composés bioactifs. Récemment, les chercheurs ont
indiqué que les composés extraits d’algues marines montrent diverse activité biologique a
savoir : des activités antioxydantes, antimicrobiennes, et anti inflammatoires, anti-malaria,
cytotoxiques, antivirales ainsi que d'autres activités (Chbani et al., 2011 ; Balboa et al.,
2013).

La résistance croissante des bactéries envers les antibiotiques existants est un probléme
majeur dans le monde entier. Une des astuces permettant d’éviter ce probléme est
I’élaboration des nouveaux composés naturels outres que les agents antimicrobiens
synthétiques existants. Ainsi, la recherche des nouvelles sources naturelles des écosystémes
marins a pu mener a I’isolement de nouveaux ATB d’origines d’algue tels : acide acrylique,
composes aliphatiques halogénes terpénique (Chiheb et al ., 2009)

L’étude de I’activité antimicrobienne des extraits des algues est un domaine intéressant
et d’actualités dont ceci nous a suscité pour consacrer toute une étude impliquant la mise en
évidence de D’activité antibactérienne de ’extrait d’algue marins brune Dictyota dichotoma
de la cote de Salamndre (Mostaganem ) sur quelques souches pathogenes

Notre travail sera présenté en quatre parties est séquencé comme suit La premiére partie
est consacrée a une synthése bibliographique sur les algues marines, ainsi qu’un apercu sur les
microorganismes étudiées dans ce travail. Dans la deuxiéme partie, nous mettrons en
évidences les procédures expérimentales. La troisieme partie est dédiée a une discussion des

résultats expérimentaux conduits lors de ce mémoire. Une récapitulation succincte des
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Introduction

résultats ainsi que les perspectives ouvrant la voie a des études ultérieures sur 1’exploitation

des activités biologique des algues marines , sont regroupées dans la derniere partie.
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Synthese bibliographique

I. Généralité sur les algues
I.1. Définition
Les algue sont les plus souvent considérés comme des plantes aquatiques, dont elles sont décrites

comme des organismes eucaryote possédant la chlorophylle «a» et réalisant la photosynthése
productrice d’oxygéne, elles différent des autres organismes photosynthétiques eucaryotes (Prescott
et al., 2003) , elles sont dépourvues de tige, de racine, de feuille ou de fleur, leurs appareil végétatif
relativement simple est appelé « thalle » (Guillaume .,2010)

Les algues marines sont des plantes primitives qui poussent en abondance dans des eaux de mers
allant jusqu'a 180 metres de profondeur, dans les estuaires et dans les eaux stagnantes (Kumar et al.,
2009; Manivannan et al., 2009). Les algues sont utilisées depuis longtemps comme nourriture,
engrais et en médecine comme source de médicaments (Manivannan et al., 2008; Shanmugam et
Palpandi, 2008; Manivannan et al., 2009).

Les algues d’origine marine occupent une place importante en pharmacologie et en médecine et,
de ce fait, font I’objet d’une exploitation industrielle importante. En effet, plusieurs algues marines
possedent des actions vermifuge (Alsidium helminthocorton, Digenea simplex), hypoglycémiante
(Corallina, Cystoseira, Pterocladia, etc...), Hypotensive (Chondrus, Laminaria, etc...),
anticoagulante (Chondrus, Corallina, Delessaria, Laminaria, Pterocladia, etc...), cardiotonique
(Undria pinnatifida), antiinflammatoire, antibactérienne, antifongique et antivirale (Chondrus,
Cladophora, Ulva, Fucus, Cystoseira, Bifurcaria) (Moujahid et al., 2004 )

I.2. La distribution

Les algues se trouvent le plus communément dans 1’eau (douce, marine saumatre) (Prescott et
al., 2003) , elles peuvent y étre en suspension (planctonique) la plupart microscopiques ou attaches et
vivant sur le fond(benthique) (Gayral, 1975 ;Barsanti et al., 2008 ).

Quelques algues vivent a I’interface eau-air sont appelées neustoniques (Prescott et al., 2003).
Certaines algues se développent sur des rochers humides, du bois, des arbres ou a la surface d’un sol
mouillé (Barsanti et Gualtieri, 2006; Barsanti et al., 2008).

Les algues sont aussi des endosymbiotes de divers protozoaires, mollusques, vers ou coraux.
Plusieurs algues se développent comme des endosymbiotes de plantes, certaines sont attachées a la
surface de divers structures, tandis que d’autres ménent une vie parasitaire, des algues sont aussi
associées aux mycetes pour formes des lichens (Prescott et al., 2003).

1.3. Les grands groupes des algues marines :

En général, les algues regroupent trois groupes qui sont différenciés par leur pigmentation
(Gayral, 1975 ; Mohammed et al., 2012) et par les caracteres morphologiques et anatomiques

(Manivannan et al., 2009). Nous avons les groupes suivants :

Page 3



Synthese bibliographique

1.3.1 Les Chlorophytes

Les Chlorophytes sont des algues vertes dont le thalle est de couleur typiquement vert en raison
des chlorophylles «a » et «b » dominant dans les chloroplastes ou’ sont associés aux carotene et
xanthophylles Les algues vertes sont présentes dans tous les systemes aquatiques depuis les milieux
marins jusqu’aux eaux douces, Mais certains especes peuvent également se développer sur terre
(Pérez 1997 ;Ainane 2011)

1.3.2 Les Rhodophytes

Les Rhodophytes ce sont des algues rouges, elles montrent une originalité particuliere avec leur
pigments surnumeéraires rouges (Phycoérythrines) et bleus (Phycocyanines) qui viennent masquer la
chlorophylle (Ainane, 2011), produisent des substances de natures terpénes, des acétogenines et
halogénés qui sont des composés produits par la polymérisation des acétates (Moujahid et al.,
2004) .

Il existe moins de 100 especes différentes d’algues rouges dans 1’eau douce (Nabors., 2009),
sont des organismes pluricellulaires d’origine marine divise en deux grandes groupes en fonction de
leur cycle de reproduction : les Bangiophycées et les floridéophycées (Guillaume., 2010). Ces
rhodophycées possedent une activité antimicrobienne par effet cytotoxique (Moujahid et al., 2004)

1.3.3 Les Cyanobactéries

Les cyanobactéries ou les algues bleues (ainane ,2011) ce sont des organismes, unicellulaires ou
pluricellulaires (Donadieu., 1985), elles possédent des pigments surnuméraires bleus
(Phycocyanines) et rouges (Phycoérythrines) qui masquent la 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 sécrétent (Ainane., 2011)

1.3.4 Les Chromophytes

Les Chromophytes ou Les algues brunes sont des algues largement répandues a travers le monde
ceci revient a leur faculté d’adaptation via leur reproduction et leur réponse a des conditions
écologiques variées (Souhaili et al., 2008).Ce sont des algues presque exclusivement marines. Leur
couleur est due a ’abondance des pigments bruns, la fucoxanthine, qui masque les chlorophylles
«a»et«c»(ainane ,2011 ; Ozenda, 2000)

Les Phéophycées montrent une grande diversité morphologique depuis les formes filamenteuses
relativement simples aux grandes algues brunes dont 1’organisation morphologique complexe évoque
les tiges feuillées des végétaux supérieurs. Les algues brunes se sont principalement diversifiées dans
les mers froides et tempérées ou elles forment les grandes foréts sous-marines. Dans les eaux

tropicales, elles sont moins nombreuses en espéces, mais représentent les plus grands thalles et
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forment les populations les plus denses (Ainane., 2011) les algues brunes sécrétent des substances

chimiques de défense, contre les multiples dangers auxquels elles sont exposees (prédateurs mobiles,

et micro-organismes envahisseurs) (Souhaili et al., 2008)

Tableau 1: Caractéristiques importantes des groupes d'algues (Géraldine et Céline., 2009).

Embranchement Nom commun Nombre Pigments Habitat
(Régne) d'especes
Chlorophytes Algues vertes 7500 d'especes Chlorophylle (a,b) Eau douce,
(Protistes) Xanthophylles Carotenes saumatre,
salée et
terrestre
Phéophytes Algues brunes 1500 d'espéces Chlorophylle (a,c) Eau salée et
(Plantes) Xanthophylles Carotenes saumatre
Rhodophytes Algues rouges 390 d'espéces Chlorophylle (a rarement d) Eau douce, saumatre
(Plantes) Xanthophylles, Caroténes, et salée
Zéaxanthine,
Phycocyaninec
Phycoérythrine
Cyanophytes Cyanobactéries 15000 d'espéces Chlorophyle (a), Eau riche en
(Procaryotes) algues bleues Allophycocyanines, minéraux

Phycocyanine, Phycoérythrine,

Phycoérythrocyanine

I.4. Composition biochimique des algues

La composition biochimique des macro-algues est tres variable selon les especes, la saison, les

conditions de croissance, stress...etc. (Julie., 2010). Elles se composent généralement de protéines,

glucides, vitamines, oligoéléments et en pigments (chlorophylles, caroténoides, xanthophylles et
phycobilines) (Donadieu., 1985 ; Duan et al., 2006 ; Ganesan et al., 2008) (Tableau 2).

Tableau 2: Analyse globale moyenne des algues en générale (Donadieu., 1985).

Analyse globale moyenne

Matieres seches
MaAtICTES OTZANIQUES. .+ e vt entee et ettt et et et e et eteeenaeenteeaaenesnenreeensseeeaseennes

Matiéres minérales
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1.4.1 Matieres minérales

Les contenus des algues sont dépend de plusieurs facteurs environnementales, physiologique et
géographique, les compositions minérales des algues présentent une valeur trés importants par
rapport les plantes terrestre et les animaux (Ambreen et al., 2012)

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 calcium (0,16 g / L) qui ont été détectés dans I’extrait de Sargassum
ringgoldianum. Codium fragilea été montré d’étre une source riche d'ions de sodium (1,21 g/ L).
Kappaphycus alvarezii contient des niveaux élevés d'ions de magnésium (581,20 mg / I) et de
calcium (460,11 mg / L) (Chojnacka., 2012).

1.4.2 Matiéres organiques

1.4.2.1 Les caroténoides

Toutes les macroalgues contiennent des caroténoides qui sont des pigments liposolubles composés
d'unités isoprenes. Ceux sont de puissants antioxydants. Ils représentent en moyenne 0,1% du poids
sec des algues brunes qui sont particulierement riches en caroténoides et notamment en fucoxanthine,
xanthophylles (violaxanthine) et B-caroténe (Yan et al., 1999).

Le fucoxanthine est I'un des caroténoides marins le plus abondants, et contribue plus que 10 % de
toute la production estimée des caroténoides en nature, spécialement dans I'environnement marin
(Rengasamy et al., 2014). C’est une xanthophylle, de la formule CHsgOs, 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).

1.4.2.2 Les polysaccharides

Les algues riches en polysaccharides trés particuliers : les alginates, les agars, les carraghénanes,
les ulvanes, les fucoidiens et les phycocolloides qui sont présentés de 18 a 45%de la masse seche.
Les Polysaccharides sont largement utilisés dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique et d'autres
branches de l'industrie. Ce sont devenus une source importante des composés naturels bioactifs
(Cumashi et al., 2007; Amorim., 2012).

Les Polysaccharides sulfatés (SPS) a faible poids moléculaire montre une activité antioxydante
efficace que SPS de poids moléculaire élevé. En outre, le SPS des algues marines sont connus pour
étre des extracteurs et des antioxydants de radicaux libres importants pour la prévention des
dommages oxydants, qui sont un contribuant important dans la carcinogénese (Li et Kim.,2011 ;
Kannan et al., 2014).
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1.4.2.3 Les vitamines

La composition vitaminique des algues brunes est avec des teneurs intéressantes par rapport les
algues rouges et les algues vertes, malgreé les variations saisonniéres. Le tocophérol présente la valeur
la plus élevé (Balboa., 2013), la vitamine B12 a des teneurs assez importantes contrairement aux
plantes terrestres (Watanabe et al., 1999)

1.4.2.4 Les polyphénols

Appelés phlorotannins chez les algues, ce sont des composés phénoliques, qui été identifiés a
partir de plusieurs familles dalgues brunes, telles que les Alariaceae, les Fucaceae et les
Sargassaceae. Beaucoup d'études ont prouvé que les phlorotannins sont le seul groupe phénolique
détecté en algues brunes et peuvent constituer jusqu'a 15 % de leurs poids sec. Phlorotannins sont les
composants fortement hydrophiles avec une large gamme de taille moléculaire entre 126 et 650 kDa
(Sathya et al., 2013 ; Glombitza et Keusgen., 1995), et montant une activité antioxydante dans les
tests in vitro (Shibata et al.,2008).

1.4.2.5 Les protéines

Récemment les peptides marins ont ouvert une nouvelle perspective dans le développement
pharmaceutique. Les protéines biologiquement actifs ont été isolés non seulement dans les animaux
marins, mais également dans les algues (Wijesinghe et Jeon., 2012).

La teneur en protéines des algues brunes est considérablement faible (6-13%), I'extraction de ces
dernies est difficile en présence des polysaccharides dans les cloisons cellulaires, tels que des
alginates (Balboa et al., 2013).

Les phycobiliproteines sont les principaux pigments des algues rouges (phycoérythrine) et
cyanobactéries (phycocyanine) possédent des propriétés antioxydantes utilisées dans les traitements
de certains cancers et maladies inflammatoires liées au stress oxydatif (Remirez et al.,1999).

1.4.2.6 Les acides gras polyinsaturés (AGPI)

Les lipides des algues brunes sont présentés a des teneurs basses (Burton., 2003) a I’exception
des phospholipides et des glycolipides, qui sont les principales classes de lipides présents dans les
algues. Lorsque la température de I'environnement diminue, les algues peuvent accumuler des acides
gras polyinsaturés (AGPI). 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 20atomes de

carbone avec au moins deux doubles liaisons (Chojnacka., 2012).
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1.4.2.7 Les stérols

Le stérol le plus dominante est le fucostérol, bien reconnu pour plusieurs activités biologiques
bénéfiques pour la santé, tels que, réduction du cholestérol, et des activités antidiabétiques. En outre,
le fucostérol augmente 1’activité de piégeage des radicaux libres par les enzymes. Tous les
eucaryotes contiennent universellement grandes quantités (20 a 30 %) tels que le cholestérol chez
les animaux, I'ergostérol dans les champignons et le phytostérol chez les plantes. Les phytostérols
(stérols végétaux) sont des triterpénes (Li et Kim., 2011).

1.5. Domaines d’utilisation des algues

Les algues ont été utilisées depuis longtemps : au début dans lI'alimentation des populations des
rivages asiatiques, ou comme engrais en Europe ou encore pour le bétail, la médecine et toutes les
formes d’industrie (Naegelé et Naegelé., 1967).
A cause des propriétés de plusieurs de leurs éléments, les algues ont été et sont encore utilisées a de
nombreuses fins :

1.5.1 Utilisation industrielle

Les algues sont utilisées dans Industries chimiques : les frustules (enveloppes externes des
diatomées) siliceux, sont utilisés comme abrasifs, ou isolants phoniques ou thermiques. Les colles,
peintures, résines, caoutchoucs, savons utilisent des produits d’algues (Ainane., 2011)
mémes utilisées a 1’état naturel comme produit final pour I’alimentation et 1’agriculture, c’est
surtout leurs dérives qui ont pris un immense intérét industriel: ce sont les alginates, 1’agar-agar et les
carraghénanes (Naegelé et Naegelé., 1967).

Les hydrocolloides sont extraits de différentes macroalgues rouges et brunes). Ces hydrocolloides
jouent un rdle important comme agents gélifiants, épaississants, texturants, stabilisants et

émulsifiants (Barsanti et Gualtieri, 2006; VVenugopal., 2009).

Tableau 3: Liste de certaines algues marines exploitées commercialement et les hydrocolloides correspondants
(Barsanti et Gualtieri., 2006)

Nom scientifique Classe Hydrocolloide
Ahnfeltia plicata Floridophyceae Agar/Carraghénanes
Gelidium lingulatum Floridophyceae Agar
Chondrus crispus Floridophyceae Carraghénanes
Mazzaella laminaroides Floridophyceae Carraghénanes
Laminaria digitata Phaeophyceae Alginate
Laminaria digitata Phaeophyceae Alginate
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1.5.2 Utilisation alimentaire

La France est le premier pays européen a établir une réglementation spécifique concernant
l'utilisation des algues pour la consommation humaine en tant que substances alimentaires non
traditionnelles (Burtin, 2003).

Les algues sont consommées en Asie depuis 1’aube de I’humanité.En Occident, cette
consommation directe d’algues est plus récente. (Burtin., 2003 ;Marfaing et Lerat., 2007)

Des études épidémiologiques menées en Asie mettent en évidence une incidence plus faible des
cancers du sein, du colon et de la prostate liée a la consommation réguliere d’algues. Ces résultats
seraient en faveur du role possible de facteurs nutritionnels multiples, en particulier liés a la présence
simultanée dans les algues de différents nutriments comme les protéines, polysaccharides plus ou
moins sulfatés, minéraux et oligoéléments mais également métabolites secondaires tels que les
polyphénols, caroténoides, stérols et bétaines (Marfaing et Lerat., 2007).

1.5.3 Utilisations médicale et pharmaceutique

En thalassothérapie on utilise les bains d’algue (algothérapie) pour traiter les rhumatismes ou
certaines affections de 1’appareil locomoteur, en chirurgie ou en gynécologie on utilise des stipes de
laminaires (pour leur propriétés a retenir 1’eau tout en se dilatant) pour débrider une plaie ou dilater
une voie naturelle (Ainane, 2011) et pour le traitement de la toux, des blessures, la goutte et le
goitre (Dhargalkar et Pereira., 2005).

Les algues ont une action hypocholestérolémiante, anticoagulante (Donadieu., 1985),
antibactérienne (Tiiney et al., 2006 ; Patra et al., 2008), antivirale (Plaza et al., 2008 ; Moujahid
et al., 2004 ) , anti-tumorale (Heo et al., 2005), antifongique (Pflugmacher et al., 2007 ; Jayaraj et
al., 2008 ; Moujahid et al., 2004 ) et anti-oxydante (Zahra et al., 2007 ; Kuda et al., 2005). En
dentisterie les algues sont également utilisées comme pates pour les empreintes dentaires (Ainane.,
2011).

Sur le marché pharmaceutique environ 40 médicaments sont déja fabriqués a partir de matiéres
chimiques d’algues. En ce qui concerne 1’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 (Naegelé et Naegelé., 1967).

L’alginate comme le carraghénane, joue un role dans la prévention des ulcéres (Naegelé et
Naegelé., 1967). On utilise les propriétés laxatives ou vermifuges contre les oxyures et les ascaris.
(Ainane., 2011)
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1.5.4 Utilisation agricole

Une autre utilisation intéressante des algues, pratiquée de longue date et fort répandue est celle du
goémon, comme engrais formé principalement d’algues brunes: les Fucus et les Laminaires (Naegelé
et Naegele., 1967).

La biodisponibilité de quantités adéquates de potassium, d'azote, d’hormones végétales et de
micronutriments, la teneur élevée en matiere organique, notamment en fibre, ainsi que la forme
soluble dans I’eau des ¢léments minéraux et oligo-¢léments dans les algues font d’elles un excellent
engrais (Venugopal., 2009).

La pulvérisation d'engrais liquide sur les plantes, technique récemment adoptée, a augmenté
I'efficacité d'absorption des nutriments par les plantes (par les feuilles) dans les 10 a 15 minutes de
son application (Dhargalkar et Pereira., 2005). Cette méthode montre des résultats positifs en
termes de santé des plantes, I'augmentation des taux de croissance, la résistance aux ravageurs et des
rendements plus élevés de 25 a 30% (Dhargalkar et Pereira., 2005; Venugopal., 2009).

I1. Caractéristiques générales de I’algue brune du genre Dictyota
11.1. Position systématique

Le genre Dictyota, ainsi que 14 autres genres, fait partie de la tribu des Dictyoteae qui est celle
comptant le plus grand nombre d’espéces parmi les Dictyotaceae. Plus précisément, il existe 76
espéces de Dictyota réparties dans 1’ensemble des mers et océans. En mer Méditerranée, seules six
especes sont recensées : D. dichotoma, D. fasciola, D. linearis, D. ciliolata, D. mediterranea et D.
spiralis (MarinL.it., 2013).

11.2 Description morphologique

Les espéces appartenant au genre Dictyota présentent une grande diversité morphologique méme
si pour la plupart d’entre-elles un thalle aplati en forme de laniéres est observé.

L’espéce de Dictyota dichotoma possede des rameaux couchés, avec des marges lisses, dentées,
crénelées et des ramifications dichotomiques, alternées. La forme de D’extrémité du thalle est
arrondie qui mesurent entre 5 et 10 mm de large. La taille des individus varie entre 5 et 50 cm en
fonction du genre et de son stade de vie. Ces algues se fixent au substrat par des rhizoides, se
terminant par des disques adhésifs, d’une maniére soit basale soit marginale. La couleur de ces
algues montre différentes nuances de brun. Les pigments bruns (principalement la fucoxanthine)
prédominent et masquent la couleur verte due a la présence des chlorophylles a et c(MarinLit.,
2013).
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11.3 Métabolites secondaires des Dictyotaceae

D'un point de vue chimique, au sein des algues brunes les especes issues de la famille des
Dictyotaceae se distinguent par une production riche en métabolites secondaires : avec plus de 500
molécules, elles représentent en effet prés d’un tiers des composés décrits dans cette classe
d’organismes (MarinL.it., 2013). Ces métabolites sont majoritairement des terpenes qui peuvent étre
classés en deux groupes :

> Les terpénes "sensu stricto" désignant des composés dont la formule générale découle de
(CsHg)n, et qui sont constitués d’une ou plusieurs unités isopréniques. Ces substances a plusieurs
unités isopréniques sont obtenues a partir du metabolisme des précurseurs bien définis. En
fonction du nombre de ces unités, Ruzicka (1959) a proposé la nomenclature suivante :
e Les monoterpénes (Cyo) dérivant du géranyl pyrophosphate (GPP),
e Les sesquiterpenes (Cys) provenant du farnésyl pyrophosphate (FPP),
e Lesditerpenes (Cyo) ayant comme precurseur le géranylgéranyl pyrophosphate (GGPP),
e Les sesterpénes (Cys) dérivant du géranylfarnésyl pyrophosphate (GFPP),
e etenfin les triterpenes (Cso), les tétraterpenes et caroténoides (Cap).

Les terpenes a biogenese mixte dits "méroterpenes” comprenant un  noyau
méthylhydroquinonique plus ou moins substitué sur lequel est fixée une chaine latérale
terpénique souvent oxygénée. Dans cette classe de terpenes, on distingue pour les Dictyotaceae
deux groupes principaux constitués par les méroditerpénes et les mérosesquiterpenes. Ces
composés pouvant étre linaires (chaine latérale terpénique linéaire), cyclisés (chaine latérale
contenant un ou plusieurs cycles carbonés) (MarinLit., 2013).

Les algues brunes peuvent renfermer des structures terpéniques halogénées du fait de la présence
d’halopéroxydase (enzyme impliquée dans les réactions d'halogénation) (Potin et al., 1999 ; Potin et
al., 2002 ; Colin et al., 2003 ; Weinberger et al., 2007 ; La Barre et al., 2010). De maniere
géneérale, les especes appartenant au genre Dictyota renferment principalement des diterpenes,
(Blunt et al., 2005).

11.4 Eléments biologiques et écologiques

D’un point de vue biologique, I’espéce de Dictyota dichotoma est dioique c'est-a-dire qu’elle
porte les organes males et femelles sur des pieds séparés. Leur cycle de reproduction est diphasique
isomorphe faisant intervenir une alternance de deux générations semblables (Gayral et Cosson.,
1986). 11 s'agit d’especes annuelles dont le thalle disparait en hiver alors que leur taux maximal de

croissance intervient pendant le printemps et jusqu’au début de 1’été.
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Concernant leur distribution géographique, ces algues sont largement répandues dans 1’ensemble
des mers du globe. Elles se rencontrent essentiellement dans les eaux tropicales et subtropicales
chaudes et tempérées (De Clerck et al., 2006), mais elles peuvent atteindre les régions tempérées
froides des hémisphéres nord et sud (Paula et al., 2011).

L’habitat de ces algues est diversifi¢ : elles sont présentes jusqu'a des profondeurs de 30 m
(Simeonidis., 1995), ainsi que dans les cuvettes de I'étage médiolittoral moyen et inférieur. Elles
préferent les eaux claires peu battues ou elles se fixent sur des fonds rocheux et elles sont capables de
supporter un certain taux de pollution organique. Elles sont souvent épiphytes sur diverses algues et
gorgones (Gayral et Cosson., 1986).

Les différentes espéces de Dictyota sont réparties sur les cing continents, principalement dans les
eaux chaudes et tempérées. Dictyota dichotoma est 1’espéce-type du genre Dictyota. Elle est tres
commune en Europe, que ce soit en mer Méditerranée (du détroit de Gibraltar jusqu’en Turquie) ou
le long de la facade Atlantique (des Acores a la Norvege). Elle est également présente en mer Rouge,

en mer Noire, au Japon et dans I’océan Indien. (Gayral et Cosson., 1986).
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I11. Généralités sur les souches bactériennes étudiées
I11.1 Les Bactéries a Gram positifs

I11.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, bactérie a Gram positif, appelé staphylocoque doré, (du grec « staphyle »
qui signifie grappe de raisin) se présente sous 1’aspect de coques en petits amas, mesurant de 0,8 a
1um de diameétre, immobile, aéro-anaerobie facultatif, non capsulé (Minor et al., 1989) . C'est une
bactérie ubiquitaire, présente dans tous les milieux naturels (air, poussiere, sol, eau, égouts,
vétements) mais également chez les animaux et chez les hommes (Delarras, 2007)
C'est une bactérie présente chez L’Homme, 50% des humains sont considérés comme étant des
réservoirs naturel de Staphylococcus aureus (cavité nasale), 95% responsables des contaminations
alimentaires (Larpent., 1997).

Staphylococcus aureus est I’espéce la plus pathogéne du genre Staphylococcus est la premiére
cause d’infection bactérienne a travers le monde (Corne, 2004).
entérotoxines de Staphylococcus aureus sont trés résistantes a la chaleur (30 mn/120°C), aux
variations de pH (entre 4 - 11) et aux enzymes protéolytiques (papaines, trypsine). Ces
caractéristiques permettent aux toxines ingérées d'atteindre le tube digestif sans modification de leur
toxicité (Delarras., 2007).

Les caracteres biochimiques de Staphylococcus aureus sont (Callon., 2008) :

e oxydase -.

e glucose + (sans dégagement de gaz).

e catalase, coagulase +.

e Mannitol +.

T° optimale: 37, pH optimum: 6-7, a,, optimale > 0,99.

De plus,selon la classification de manuel de systématique des bactéries de Bergey's (2009) nous
avons comme suit :

Phylum Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcceae

Genre Staphylococcus

Espéce Staphylococcus aureus
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Figure 1 : Staphylococcus aureus au microscope électronique
(http://www. bacteriainphotos.com).
111.1.2 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis ¢’est une bacille a gram +, mobile grace a une ciliature péritriche (Larpent.,
1997). groupés en chainettes (Euzeby, 2008). saprophyte du sol, de I'eau, de I'air et des plantes
(Peiffer, 2000). il cultive entre 10 et 45°c avec un optimum a 30-35°c (Avril et al., 1992).

Bacillus. subtilis possede également une phospholipase qui hydrolyse la 1écithine en diglycéride
et phosphorylcholine (opacification). Souvent, cette réaction est restreinte), c'est a dire trés localisée
sous la culture. Elle est responsable des infections urinaire, bactériémie, pneumonie, endocardite,
méningite, otite, mastoidite, abcés de l'orbite, panophtalmie, kératire, iridocyclite (Avril et al.,
1992).

Selon Avril et al(1992),les caracteres biochimiques de Bacillus cereus sont comme suit :

e catalase + e Lécithinase -.
o Vp+. e Croissance en 7 % NaCl +.
e gazen geélose -. e hydrolyse de ’amidon +.

De méme, selon la classification de manuel de systématique des bactéries de Bergey's (2009)
nous avons comme suit :

Phylum : Firmicutes
Classe :Bacilli

Ordre : Bacillales
Famille : Bacillaceae
Genre :Bacillus

Espéce : Bacillus subtilis
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Figure 2: Bacillus subtilis au microscope électronique

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

111.2 Les Bactéries a Gram négatifs

111.2.1 Escherichia coli

Isolée pour la premiere fois par Escherich en 1885, est I'espece bactérienne qui a été la plus
étudiée par les fondamentalistes pour des travaux de physiologie et de génétique, est une espéce
commensale du tube digestif de I'nomme et des animaux (Avril et al., 1992) et pathogéne pour
I'appareil urinaire et qui se transmet par voie orofécale. Certaines souches d'E. coli sont capables de
causer des dommages au niveau de la muqueuse digestive se traduisant par un syndrome infectieux
(Awvril., 2000).

C’est un bacille Gram négatif, anaérobie facultatif possédant des cils péritriches et flagelles dont
70% sont mobiles, non sporulés, de 2,5 um de long et 0,6 um de large (Scheen., 2004).se développe
en 24 heures a 37°C sur les milieux géloses en donnant de colonies rondes, lisses, a bords réguliers,
de 2 a 3 mm de diameétre, non pigmentées(Avril et al., 1992).

L'espéce E. coli regroupe plusieurs sérotypes dont certains sont pathogenes pour I'homme et, qui
sont repartis en six groupes: E.coli entérotoxigéne (ETEC); E.coli entéro-invasif (EIEC); E.
coli entéropathogéne (EPEC); E. coli entéroagrégant (EaggEC); E. coli entéro-adhérant diffus
(DAEC); E. coli entéro-hémorragique (EHEC) (Delarras., 2007).

Les caracteres biochimiques d’Escherichia coli sont (Nicklin., 2000):

e Lactose, mannitol, sorbitol +.

e Gazenglucose +.

e rouge de méthyle +, Voges-Prokaeur -.
e [- galactosidase +.

e indole +.
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e phénylalanine-désaminse, uréase, gélantinase, malonate, adonitol, inositol, H,S, citrate de

simmons -.

Selon la classification de manuel de systématique des bactéries de Bergey's (2009) nous avons
comme suit :

Phylum Proteobacteria

Classe Gamma proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espéce Escherichia coli

Figure 3: Escherichia coli au microscope électronique

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

111.2.2 Klebsiella pneumoniae

C’est un bacille Gram négatif de 1 a 4 um de long sur 0,4 a 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 (Blanc et al., 2006)

Klebsiella pneumoniae est une espéce pathogéne opportuniste (Brisse., 2004).Elle est
fréguemment rencontrée dans la nature : eaux 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 (Joly et Reynaud., 2002).

Les caractéres biochimiques de Klebsiella pneumoniae sont (Raude., 2003) :

e Oxydase —.

e (atalase, Nitrate réductase, B-galactosidase +.

e Glucose +.
e Voges-Prokaeur -.

e Production H,S —.
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e Tryptophane désaminase —.

Pour la classification de Klebsiella pneumoniae est donné comme suit ;(Brenner et al.,2005)

Phylum proteobacteria
Classe Gamma proteobacteria
Ordre enterobacteriales
Famille enterobacteriaceae
Genre Klebsiella

Espéce Klebsiella pneumoniae

Figure 4: Klebsiella pneumoniae au microscope électronique

(http:// futura-sciences. com)

111.2.3 Pseudomonas aeruginosa

Le bacille pyocyanique, du grec puon = pus et du grec kuanos = bleu foncé, est désigné sous le
nom d'espéce Pseudomonas aeruginosa du latin aeruginosus = couvert de rouille. Isolé en 1882 par
Gessard (Avril et al., 1992).

C’est une bactérie gram négative, batonnets 0,5-1 pm de diametre sur 1,5-5 um de longueur. Elle est
extrémement mobile grace a une ciliature polaire en générale monotriche (Singleton., 1984).

C'est I'espece la plus connue et la plus répandue du genre Pseudomonas. La plus pathogene
opportuniste, elle constitue I'espece-type infections hospitalieres ou nosocomiales (Avril et al.,
1992).Pseudomonas aeruginosa est responsable de toute une gamme d'infections, en particulier de
plaies de l'arbre urinaire, ou septicémiques (Hart et Shears., 1999).C'est une bactérie qui vit
normalement a I'état de saprophyte dans I'eau et le sol humide ou sur les végétaux. Elle résiste mal a
la dessiccation. Cette bacterie peut vivre en commensale dans le tube digestif de I'nomme et de
divers animaux (Scheen., 2004).

Elle dégage une odeur aromatique caractéristique de seringa due a la production d'ortho-amino-
acétophénone, intermédiaire du métabolisme du tryptophane.P. aeruginosa exprime un pigment vert
soluble dans l'eau et le chloroforme nommé pyocyanine (composé fortement polaire, de nature

phénazinique) (Euzeby., 2008).
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Les caracteres biochimiques de Pseudomonas aeruginosa sont (Delarras, 2010) :

TDA - (tryptophane-désaminase).
HoS -.

gélatine +.

ONPG - (orthonitrophényl-galactose).
LDC - (Lysine-décarboxylase).

ODC - (Ornithine-décarboxylase).
Oxydase +.

Indole - .

urée - .

Nitrate-réductase +.

Tandis que la classification de Pseudomonas aeruginosa est donné comme suit (Brenner et al.,

2005)

Phylum proteobacteria
Classe Gamma proteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Espéce Pseudomonas aeruginosa

Figure 5: Pseudomonas aeruginosa au microscope électronique

(http://. sciencenews.orq)

Page 18



Matériels et méthodes

I. Matériels
1.1 Présentation du site de la récolte de 1’algue brune

La cote rocheuses de la plage Salamandre se situe @ 3 Km de la ville de Mostaganem
(position GPS 35°55°04.49N; 0°03446.80) (Photo 01). Elle se caractérise par une
température douce et d’une forte remontée d'un courant riche en minéraux, et qui fait la

richesse algale de cette région en terme de quantité et de qualité.

Photo 01 : Position géographique du site de la récolte de I’algue brune Dictyota dichotoma

(Cote marine de Salamandre-Mostaganem ,2017).

1.2 Matériels algal récolté

L’algue brune Dictyota dichotoma est récoltée a une profondeur d’environ 40 cm de la
surface d’eau de mer a 1’état frais pendant le mois de janvier 2017 pendant laquelle 1’algue
est bien développée. L’algue est rincée avec de I’eau de mer sur place pour débarrasser tous
les débris adhérents qui pourrait influencer 1’évaluation des activités biologiques, puis elles
sont transportées au laboratoire dans des sacs en plastique ou elle est lavées avec de 1’eau
distillée.

L’algue est séchée a température ambiante a 1’obscurité pendant 7 jours (Photo 02) ;

Page 19



Matériels et méthodes

Photo 02 : Photo de 1’algue marine brune apres séchage

Puis broyée a 1’aide d’un broyeur en fine poudre (Photo 03) qui est stockée dans des flacons

en plastique pour une utilisation ultérieure.

Photo 03: Photo représente le broyage de 1’algue brune Dictyota dichotoma
(khorsi et Helis ;2017).
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1.3 Souches bactériennes :

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude proviennent de I’ATCC, de I'IBMC
(Tableau 04). Leur croissance est réalisée a 37°C sur gélose Mueller-Hinton Agar (MHA bio
Meérieux) pour les souches bactériennes.

Tableau 04 : Origines des souches utilisées dans les différents tests d’activité

antibactérienne.

Bactérie Gram Code Origine
Staphylococcus aureus = ATCC 6538 MNHN
Bacillus Subtilis § - ATCC 6633 LAPRONA

Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853 MNHN
Escherichia coli g ATCC 8739 MNHN
Klebsiella pneumonia - IBMC Strasbourg 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
Il. Méthodes

I1.1. Préparation de I’extrait algal

10g de la poudre d’algue brune Dictyota dichotoma sont introduits dans un flacon en verre
contenant 100 mL de méthanol.

Apres 24 heures de macération a température ambiante et sous agitation (250 rpm)
(Photo 04) le contenu des flacons est filtré a I’aide du papier Wattman N°1. Les filtrats ainsi
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 méthanol pour une concentration finale de 250 g/l. Les

extraits d’algue sont conserves a 4°C, dans des tubes en verre hermétiquement fermés.
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Photo 04 : photo représente la macération de 1’extrait algale Dictyota dichotoma a

température ambiante et sous agitation (250 rpm) dans un flacon

Le rendement d’extraction est calculé selon la formule suivante :
M
R (%)= (—) = 100
0= (5

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

Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter (10 g).

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

différents extraits en appliquant la formule suivante :
P2-P1

Rendement d’extraction (%) = . 100

Avec :
P1 : poids du ballon vide.
P2 : poids du ballon apres I’évaporation du méthanol.

PO : poids initial de la poudre végétal (10 g).
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11.2 Test de sensibilité des souches bactériennes :

Pour déterminer la sensibilité des souches bactériennes étudiees plusieurs antibiotiques ont
été utilisés y compris la liste suivante : APM a 10 pg ; NA a 30pg ; IMI a4 10ug ; FOX a
30pg ; AML a 30pg ; AMPal10 pg; CTXa30 pug; AKAa30pg;CNal10pug; TIMa75
Hg.

Les disques des ATBs ont été déposés a la surface d’un milieu gélosé (Mueller-Hinton
Agar pour les souches bactériennes et préalablement ensemencé avec un inoculum a 0.1
Macfarland des souches a étudier. La lecture fait aprés 24 heures d’incubation a 37°C pour les
bactéries. La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole
qu’avec les extraits d’algue brune.

11.3 Tests antibactériennes de I’extrait organique

Une seule méthode a été employées pour 1’évaluation de 1’effet antibactérien des différents
extraits bruts de 1’algue marine brune Dictyota dichotoma (Bouterfas et al., 2014).

La méthode de diffusion a partir d’un puits sur gélose Miieller-Hinton Agar qui permette la
mise en évidence de I’activité antibactérienne de notre extrait.

11.3.1 Préparation de I’inoculum

11.3.1.1 Préparation de preé-culture

Les souches bactériennes a tester ont été cultivées dans un milieu liquide bouillon nutritif
(BN) Aprés incubation pendant 24 heures a 37°C, un deuxiéme repiquage est réalisé¢ dans des
boites de pétri contenant de la gélose (MH) puis incubées a37°C pendant 18 heures

11.3.1 .2 Préparation de la suspension

A partir des cultures jeunes sur milieu MH, en mettant quelques colonies bactériennes
identique et isolé dans une solution saline (9ml d’eau physiologique stérile).

L’agitation se fait a I’aide d’un vortex pendant quelque secondes suivie d’une mesure la
densité optique a I’aide d’un spectrophotometre réglé sur une longueur d’onde de 620 nm. On
admet une DO comprise entre 0,08 et 0,1.

11.3.2 Technique de diffusion en milieu solide

11.3.2.1 méthode des puits

L’activité inhibitrice de I’extrait organique de Dictyota dichotoma obtenu est testée par la
méthode des puits. Le méthanol 95% est utilisé comme témoin négatif.

La lecture des résultats s’effectue en mesurant le diametre des zones d’inhibition qui se
traduit par un halo translucide autour du puits apreés 24 heures d’incubation a 37°C pour les
bactéries. Des aliquotes de 30 ; 60 ; et 100ul de chaque extrait sont introduits dans des puits

de 6 mm de diametre, dans la gélose Miueller-Hinton Agar préalablement ensemencée par
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écouvillonnage avec I’inoculum de chaque bactérie a tester. Les diamétres des zones
d’inhibition seront alors mesurés a I’aide d’un pied a coulisse.

11.4. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice CMI

La détermination des CMI est faite en milieu Brain Heat Infusion Broth B.H.1.B

Pour determiner la valeur de la CMI de I’extrait algale de Dictyota dichotoma, on introduit
dans des tubes & essais contenant 9 ml de bouillon B.H.I.B contenant 0,5% de Tween 80,
différents volumes de 1’extrait algale (5,10, 20, 40, 60,100 ul).

Une autre série de tubes sans extrait, servant de témoin de croissance, a été préparé.

Les tubes a essais sont ensuite inoculés par les cultures bactériennes préparées dans
I’eau physiologique a une densité optique de 0,08 a 0,1déterminée a 620 nm.

Apres incubation, la croissance des bactéries sera 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 de I’extrait algal et ses caractéristiques

L’extraction est une étape trés importante pour 1’isolement et l'identification des principes
actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiére végétale, notamment le cas des metabolites
secondaire, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leur activités biologiques
diverses en particulier leur propriétés antibactérienne.

Dans notre travail, nous avons opté pour le méthanol comme solvant d’extraction, car les
solvants alcooliques (Ethanol, méthanol) donnent de meilleur taux d’extraction et sont
hautement sélectif pour les polyphénols (Sipgno et al., 2007).

L’extrait obtenu a une consistance liquide, avec une couleur verdatre et une odeur
caractéristique (Photo 05).

Le rendement d’extraction de notre algue marine étudiée en utilisant le méthanol comme
solvant égale a 14.9%.

Plusieurs études antérieures ont rapportés que le choix adéquat de solvant ayant un
meilleur rendement lors de I’extraction de 1’algues brunes ou méme rouges dépend beaucoup
plus de la composition de I’extrait et aussi de la nature des métabolites secondaires ciblées
dont le plus souvent le méthanol semble étre le plus utilisé en le comparant avec d’autres
solvants tels que 1’hexane et/ou I’acétone (Boussaada et al., 2012,Yagoubi.,2016 ; Berkane
et Takhi.,2016)

De méme, la variation du rendement d’extraction est due a ’effet de la nature du
solvant, la composition chimique des algues qui dépend de I’espece, selon le stade de
développement, les facteurs environnementales, la localisation géographique des algues, et les

conditions saisonniéres (Balboa et al, 2013).

Photo 05: Photo de I’extrait methanolique d’algue brune Dictyota dichotom
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I1. L activité antibactérienne
I1.1. Résultats de tests de sensibilité aux antibiotiques

Face aux problemes de la résistance bactérienne aux antibiotiques synthétiques, beaucoup
de travaux ont été meneés sur le pouvoir antimicrobien des extraits des algues marines. Lors de
cette étude, nous avons évalué 1’activité antibactérienne d’algue marine Dictyota dichotoma
de la cote de de Salamandre (Mostaganem-Algérie) vis-a-vis de cinq souches bactériennes y
compris trois souches & gram négatif  (Escherichia coli, Klebiciella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginos,) et deux sont a gram positif (Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis)

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensibilit¢ des souches vis-a-vis des
antibiotiques. Les Tableau (05) reportent les valeurs, en millimetre, des zones d’inhibitions

estimées avec les différentes souches étudiées.
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Tableau 05 : Résultats de I’antibiogramme des germes étudiés en présence de quelques antibiotiques.

Antibiotique Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Gram Négatif Gram positif

Ec Pa Kp Sa Bs
NA : 30ug 20.65 6 £0 17,55 7.8 11.55
IMI: 10ug 6 +0 6 0 6 0 6 0 6 +0
FOX : 30ug 23.55 6 +0 17.8 28.4 12.4
AML.:30ug 10.5 6 +0 6 +0 44.55 6 0
AMP:10 g 10.35 6 £0 6 £0 41.75 6 +0
CTX :30ug 27.97 14.3 29.75 25.2 6 +0
AKA : 30 ug 24.35 25.25 20.8 28.15 27.1
CN: 10 g 21.07 19.65 20.5 27.15 24.15
TIM : 75 ug 12.45 6 £0 6 £0 29.2 6 +0

Ec : Escherichia coli ; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Kp : Klebiciella pneumoniae ; Sa : Staphylococcus aureus ; Bs: Bacillus subtilis

NA: Acide Nalidixique; IMI: Imipeneme ; FOX: Cefoxitine ; AML: Amoxicilline ; AMP: Ampicilline ; CTX: Céfataxime ; AKA: Amikacin.;

CN: Gentamicine; TIM: Ticarciline

Résultats et discussion
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Ces mémes résultats sont également présentés dans la photo (06) dont nous remargquons
que les différents antibiotiques possédent des effets distincts sur les bactéries testées.

Généralement, nous supposons que la sensibilité d’un germe est nulle pour un diamétre
inférieur ou égal a 8 mm ; la sensibilité est limitée pour un diamétre compris entre 8 et 14
mm. Elle est moyenne pour un diamétre entre 14 et 20 mm. Pour un diametre supérieur ou

égal a 20 mm le germe est tres sensible (Duraffourd et al., 1990)

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Photo 06 : Sensibilité des bactéries aux différents antibiotiques testés.
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D’apreés le tableau (05) les résultats indiquent que les bactéries testées sont
multirésistances vis-a-vis IMI. On constate que parmi les souches étudiées & Gram Négatif
Pseudomonas aeruginosa et Klebiciella pneumoniae se révelent résistantes vis-a-vis de la
plus part des antibiotiques testés, tandis que, la bactérie E. coli semble étre résistante
uniquement a I’IML.

D’autre part en analysant la résistance des bactéries Gram positif vis-a-vis de la liste
des antibiotiques testés nous retrouvons que Bacillus subtilis est résistante pour cing
antibiotiques y compris : IMI, AML, AMP, CTX et TIM avec en revanche une sensibilité
moyenne vis-a-vis de NA, et FOX et forte sensibilité aux AKA, CN.

Staphylococcus aureus a son tour semble étre plus sensible & la plupart des antibiotiques
testés.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Yakhlef et ses co-équipiers (2011) qui ont
rapporté que les bactéries a Gram positif sont le plus souvent sensibles a la majorité des
antibiotiques testés par rapport aux bactéries a Gram Négatif.

11-2 Evaluation de P’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur puits

L'activité inhibitrice de 1’extrait algale de Dictyota dichotoma sur la croissance de cing
souches bactérienne pathogenes a été étudiée. La technique de diffusion sur des puits a été
utilisée pour évaluer I'inhibition des bacteries.

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

Les résultats du test de sensibilité bactérienne au 1’extrait de notre algue brune sont
regroupés dans le Tableau(06). Les valeurs indiquées sont les moyennes de deux mesures.

L’action bactériostatique se traduit par 1’apparition d’une zone d’inhibition autour du
puits. Le diameétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre.

Selon (Berche et al, 1991) un extrait est considéré actif lorsqu’il induit une zone

d’inhibition supérieure ou égale a 10 mm.
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Tableau 06 : Diamétres (mm) des zones d’inhibition de I’effet antibactérien de 1’extrait

méthanolique de 1’algue brune déterminé par la méthode de puits

Type de Microorganismes testés Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Bactérie 7,5 mg/ml 15 mg/ml 25 mg/ml

Gram Staphylococcus aureus 18.93+£1.01 30.59+0.50 52+0.13

positif Bacillus subtilis 20.2610.12 20.29+2.12 30.42+0.50

Gram Escherichia coli 60 6+0 6+0

négatif Klebiciella pneumoniae 6+0 6+0 9.43+0.05
Pseudomonas aeruginosa 6+0 60 6+0

Le méthanol pur, utilis¢é comme solvant de solubilisation des résidus secs d’algue brune

ne présente aucun effet antibactérien sur les souches étudiées.

Trois concentrations de 1’extrait de 1’algue brune Dictyota dichotoma ont été utilisés

(7,5mg/ml ,15mg/ml, 25mg/ml).Les résultats correspondants sont également récapitulés dans

I’histogramme suivant et/ou dans les photos (08, 09 et 10)

S.aureus

@7,5 mg/ml
@15 mg/ml
@25 mg/ml

B.subtilis

K.pnemoniae

Figure 07: Histogramme de la zone d’inhibition de S. aureus ; B.subtilis ; K. pnemoniae avec

le volume de différents extraits de Dictyota dichotoma
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Klebsiela pneumonia

Staphylococcus aureus

Bacillus subtilis

Photo 08 : Résultats de 1’effet d’extrait de Dictyota dichotoma (Concentration 7,5mg/ml) sur

les souches bactériennes par la méthode de diffusion sur puits.
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Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus

Photo 09: Résultats de I’effet d’extrait de Dictyota dichotoma (Concentration 15 mg/ml) sur
les souches bactériennes par la méthode de diffusion sur puits.
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Escherichia coli Klebsiela pneumonia

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus

Photo 10: Résultats de I’effet d’extrait de Dictyota dichotoma (Concentration 25mg/ml)) sur

les souches bactériennes par la méthode de diffusion sur puits.

Les diamétres des zones d’inhibition varient entre 9.43+0.05 et 30.59+0.50 mm.

Cet effet est mis en évidence par la mesure de 1’étendue d’inhibition développée sur la
boite de Pétri autour du puits renfermant ’extrait d’algue Dictyota dichotoma dont la zone
d’inhibition se caractérise par 1’absence de développement d’aucune bactérie et ayant un
aspect tres clair.

Selon les résultats obtenues ’extrait de 1’algue brune inhibe fortement les bactéries Gram
(+) par rapport aux bactéries Gram (-), dont nous remarquons d’un part 1’efficacité de notre
extrait est positive sur Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis et d’autre part une absence

d’activité inhibitrice sur la croissance d’Escherichia coli, ainsi que Pseudomona aeruginosa .
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Nos résultats obtenus sont en accord avec les resultats de (Pesando et Caram, 1984 ;
Tajbak hs et al., 2011 Berber et al., 2015) dont ils ont rapportés que I’extrait d’algue brune
inhibe fortement les bacteries Gram (+) par rapport aux bactéries Gram (-).

Ceci peut étre expliqué par la différence structurale entre les bactéries Gram (+) et
Gram (-) dont les bactéries Gram négatif, ont une membrane externe composée de
phospholipides, de protéines et riche en molécules de lipopolysaccharides, rendant leur
membrane comme une barriere imperméable suite & une diminution de la polarité
membranaire ce qui empéche I'entrée de substance environnementale comme les antibiotiques
et les anti-inhibiteurs (Mendes et al., 2013 ;Bouterfas et al.,2014).

De méme cette membrane est associée a des enzymes dans l'espace périplasmique qui
pouvant décomposer toute molécule introduite de I'extérieur (Adaykalaraj et al., 2012).

En revanche, la sensibilité des bactéries Gram-positif peut étre expliqué par 1’absence
d’une telle barriére membranaire avec la présence d’une couche de peptidoglycane externe
(Abirami et al., 2012).

11.3 Evaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

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

Nous rapportons dans le Tableau 07, les CMI de notre extrait sur trois bactéries constatés
lors de I’étude en milieu solide, qui sont obtenues par la méthode de puits en milieu gélose.
Les CMI sont inversement proportionnelles aux diamétres des zones d’inhibitions.

La CMI est déterminée comme étant la concentration minimale de I’extrait qui inhibe la
croissance de la population bactérienne aprés un temps d’incubation de 24 heures a 37°C.

Aligiannis et ses coéquipiers (2001) ont proposé une classification des extraits du
matériel végétal sur la base des résultats des CMI, comme suit :
— forte inhibition : CMI inférieure a 500 pg/ml
— inhibition modérée : CMI varie de 600 a 1 500 pg/ml
— faible inhibition : CMI supérieure a 1 600 pg/ml
Nous rapportons dans le Tableau (07) le CMI de notre extrait.

Tableau07: les concentrations minimales inhibitrices de 1’extrait de I’algue brune
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Résultats et discussion

Souche bactérienne CMI (mg/mL)
Gram positif Staphylococcus aureus 6.66 mg/ml
Bacillus subtilis 7.55 mg/ml
Gram négatif Klebsiella pneumoniae 7.55 mg/ml

Ainsi selon cette classification, on constate une faible inhibition avec 1’extrait de Dictyota

dichotoma sur des bactéries testées Photo11.

Les différences observées pour les valeurs de CMI peuvent s’expliquer par la présence de

composés antibactériens dans I’extrait d’algue a différentes concentrations, mais aussi par

rapport au choix des techniques utilisées.

Photoll : Résultats de détermination de la concentration minimale inhibitrice de 1’extrait de

Dictyota dichotoma sur Staphylococcus aureus

Page 35



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

Résultats et discussion

Photo 12 : Résultats de détermination de la concentration minimale inhibitrice de I’extrait de

Dictyota dichotoma sur Klebsiella pneumoniae

ol
% F

Photo 13 : Résultats de détermination de la concentration minimale inhibitrice de

I’extrait de Dictyota dichotoma sur Bacillus subtilis
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Conclusion

Le littoral algérien s'étend sur pres de 1200 km renfermant entre autres une flore trop
riche et diversifiee y compris les algues marines .Ces dernieres sont connues par leur
composition riche en composes phénoliques.

Plusieurs études ont rapportés les propriétés biologiques des composés phénoliques des
algues marines notamment 1’activité antioxydante et antiradicalaire tandis que 1’évaluation de
I’activité antimicrobienne de ces plantes n’a pas eu une telle attention.

Ceci nous a suscité pour consacrer la présente étude sur 1’évaluation in vitro de ’activité
antibactérienne I’extrait méthanoique d’algue brune Dictyota dichotoma vis a vis cing
souches bactéries pathogenes dangereuses sur la santé humaine parmi lesquelles deux
bactéries a Gram + et trois autres a Gram -.

En comparant la sensibilité des souches ciblées, nous ne remarquons une différence
significative dans la susceptibilité entre les bactéries Gram positif et Gram négatif. Cela est en
accord avec quelques études réalisées dans cette optique.

Il ressort de la présente étude que les algues marines étudiées peuvent étre utilisées comme
une bonne source naturelle d’agents anti Gram (+).

Comme perspectives, il serait envisageable d’identifier les molécules et/ou les composés
responsables de cette activité antibactérienne tout en évaluant également leur cytotoxicité
pour concevoir par la suite des nouveaux antibiotiques a base naturelle, de méme 1’étude des
autres activités biologiques (antioxydantes, antifongiques et antiparasitaires...etc.) est

également recommandée.
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Annexes I
Composition de différents milieux utilisés :
Bouillon ceeur-cervelle (BHIB) :
Composition :

Infusion de cervelledeveau..................ooeviiiiiinnnn.. 12.5¢

PEPIONE. . 10.0g
GIUCOSE. .ottt 2.0g
Chlorure de sodium...........coeoiiiiiiiiiiiiii e, 2.0g
Phosphatase di sodique...........oovviiiiiiiiiiiiiii e, 5¢g

pH= 7.4

Mueller-Hinton agar (M.H.A) :
Infusion de viande de beeuL..........ooovvveiviiiiiieeeveeen, 300 cm3

PH. 7.4

Eau physiologique :
Eaudistillé ... 1000ml
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Milieu liquide Bouillon nutritive

PEPIONE. . S5¢
Extraitde viande.............coooiiiiii i lg
Extraitde levure...........oooiiiiii e, 29

Chlorure de Sodium................ceieviecicieceeceeeeeeeseeneenD
Eaudistillée..........coooiiiiiiii e 1000 ml
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Annexes I1

Résultats des tests antibactériennes de I’extrait algale par la méthode de disque de diffusion

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa Klebsiella pneumonia

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus


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
http://scholar.google.com/scholar?q=Staphylococcus+aureus&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart
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La concentration minimale inhibitrice (CMI)

Klebsiella pneumonia




Annexes

Bacillus subtilis
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Staphylococcus aureus

- v e


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

Dans ce papier, nous nous sommes focalisés sur 1’évaluation de 1’activité antibacterienne de I’extrait méthanolique d’une algue brune
collectée de la cote marine de Salamendre « Mostaganem » Dictyota dichotoma vis-a-vis de Cinque souches bactériennes considérées
comme pathogénes et/ou dangereuses pour I’étre humain dont : Gram- ( Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ; Klebsiella
pneumoniae),Gram+(Staphylococus aureus, Bacillus subtilis ).

L’algue brune est obtenue par la méthode d’evaporateur rotatif a 1’aide d’un rotavape. La teneur de cette algue est estimée a 14.9%.
L’activité antibactérienne est déterminée par la méthode de diffusion sur puits. L’algue brune Dictyota dichotoma possede des effets
antibactériens. Les bactéries a Gram positif semblent étre plus sensibles a notre extrait algal par rapport aux bactéries a Gram négatif.
Les souches Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa sont les plus résistantes a cette algue, tandis que Staphylococus aureus est la
plus sensible.L’algue brune représente a priori une source naturelle d’agents antibactériens qui peuvent étre utilisés dans le domaine
pharmaceutique comme antibiotique ou bien dans le domaine agroalimentaire comme conservateur.

Mots clés : Dictyota dichotoma ,activité antibactérienne, technique de diffusion en milieu solide.
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Abstract:
In this paper we have focused on the evaluation of the antibacterial activity of the methanol extract of a brown seaweed collected from the
marine algae of Salamander "Mostaganem" Dictyota dichotoma vis-a-vis five bacterial strains considered pathogenic And / or dangerous to
humans Gram- ( Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ; Klebsiella pneumoniae),Gram+(Staphylococus aureus, Bacillus subtilis ).
The brown alga is obtained by the hydrodistillation method using a rotavape. The content of this alga is estimated at 14.9%. The
antibacterial activity is determined by the well diffusion method. The cystoseira tamariscifolia brown alga has antibacterial effects. Gram-
positive bacteria appear to be more sensitive to our algal extract compared to Gram-negative bacteria. The strains Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa are the most resistant to this alga, Whereas Staphylococus aureus is the most sensitive. The brown alga represents
a priori a natural source of antibacterial agents which can be used in the pharmaceutical field as an antibiotic or else in the agri-food domain
as a preservative.
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