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Introduction



Les cyanobactéries appelées algues bleues vertes, sont des procaryotes photosynthétiques
qui se présentent sous forme de cellules isolées, en amas ou en filaments. Ces micro-organismes
peuplent une grande variété de milieux aquatiques (Chorus et Bartram, 1999). Leur plus
sévere nuisance tient a leur propriétés toxiques, régulierement observées en
milieu aquatique et qui constituent un probleme majeur a la santé publique
(Codd et al., 2004, Zurawell et al., 2005). Toutefois, plusieurs travaux ont démontré que les
cyanobactéries constituent une nouvelle source de composés bioactifs (Boyd et al., 1997;
1998), ils peuvent produire de nombreuses molécules chimiques dont certaines sont tres utilisé

comme antibiotiques, antiviraux et antitumoraux (Brunberg et al ., 2002).

L'objectif de notre travail est d'étudier I'activité antibactérienne de deux cyanobactéries :
Microcystis aeruginosa et Oscillatoria limosa vis-a-vis de 4 souches de références : Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC
25923 et Enterococcus faecalis ATCC 29212, d’une part par la méthode de diffusion et d’autre

part par la détermination de la concentration minimale inhibitrice et bactéricide.
Notre travail sera organisé en 3 chapitres :

o Le premier est purement théorique rassemble d’une part des généralités sur les
cyanobactéries d’autre part sur la résistance bactérienne aux antibiotiques.

o Lesecond, est un chapitre expérimental consacré aux méthodes utilisées pour I'étude de
I’activité antibactérienne des cyanobactéries.

o Enfin le troisieme chapitre, mentionne les différents résultats obtenus au cours de notre

étude sous forme des tableaux avec une discussion.
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I. 1.Cyanobactéries

I.1.1. Caractéristiques généraux

Le terme cyanobactérie désigne des microorganismes procaryotes a Gram négatif,
autotrophes et photosynthétiques, elles sont appelées aussi Cyanophycées ou encore algue bleu
en raison de la présence de la phycobiline bleue qui leur est propre (Paerl et al., 2001). Ces
microorganismes présentent des propriétés communes a la fois aux algues et aux bactéries.
Comme les algues, les cyanobactéries possédent de la chlorophylle (a) et non de la
bactériochlorophylle et font la photosynthese oxygeénique ; elles sont également a 1’origine de
toutes les plantes par le phénomene de symbiose primaire et secondaire. Les caractéristiques
communes des cyanobactéries et des bactéries sont 1’absence de membrane nucléaire,
d’organites intracellulaires et la présence d’une paroi cellulaire caractéristique des bactéries a
de Gram négative (Bourrelly, 1985 ; Prescott et al., 2003). La multiplication des
cyanobactéries est de type asexué (végétatif), elle s’effectue par division binaire d’une cellule
meére en deux cellules filles par bourgeonnement ou par divisions multiples. Selon les espéces
et les conditions environnementales, les temps de division des cellules varient de quelques

heures a plusieurs jours (Briand et al., 2008).
I.1.1. 1. Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa est une espece de cyanobactéries d'eau douce qui peut former des
proliférations d'algues nuisibles d'importance économique et écologique (Oberhoster, 2004).
Le genre Microcystis se caractérise par de petites cellules organisées en colonies (dont les
grandes colonies peuvent étre vues a 1'eeil nue). Le protoplaste est de couleur bleu-vert clair,
apparaissant sombre ou marron en raison des effets optiques des vésicules remplies de gaz ; cela
peut étre utile comme caractéristique distinctive. Ces vésicules fournissent la flottabilité
nécessaire pour que I’espéce Microcystis aeruginosa qui reste a un niveau dans la colonne d'eau
a laquelle ils peuvent obtenir des niveaux optimaux de lumiere et de dioxyde de carbone pour

une croissance rapide (Satoshi et al., 2000).

1.1.1.2. Oscillatoria limosa

Oscillatoria limosa est une espéce de cyanobactérie filamenteuse dont le trichome est
libre, solitaire et dépourvue de gaine. Le mouvement et le déplacement hélicoidal de I’apex sont
caractéristiques de ce genre. Cette espéce produit une microcystines, c'est la cyanotoxines la

plus fréeguemment rencontrées en milieu naturel (Chorus et Bartram, 1999), elle a été



détectées partout dans le monde, et dans les plans d’eau aux caractéristiques physico-chimiques

variables. (Scheffer et al., 1997).

1.1.2. Position taxonomique

Les cyanobactéries ont été considérées pendant plus de 150 ans comme des algues
eucaryotes, ce sont les travaux de Gibbon et Murray (1978) et de Stanier et al., (1962) qui
ont permis leur intégration dans le regne des procaryotes (Neilanet al.,2003). Les
cyanobactéries forment méme une classe a part au sein du regne des eubactéries (Castenhol,
2001). En fait, les cyanobactéries sont a ce jour, les seules représentantes du groupe des
bactéries photosynthétiques oxygéniques (Prescott et al., 2003). Ces vingt derniers années, face
a I’émergence et au développement des nouveaux outils moléculaires, la classification des
cyanobactéries n’a cessé d’étre remise en question (Komarek, 2006). Les cyanobactéries sont
reconnues a la fois par le code international de nomenclature botanique (Greuteret al., 2000)
et par le code international de nomenclature bactériologique (Lapage et al.,1992). Les deux
systemes de classification se base sur des caracteres morphologiques (Bourrelly, 1985) tels

que :

e Aspect : unicellulaire, coloniale et filamenteuse.

e Aspect et la forme de colonie pour les formes coloniales.

o Taille et forme des cellules végétatives.

e Présence ou I’absence de vacuoles a gaz.

e Présence ou I’absence d’hormogonies et la mobilité des hormogonies.
e Différenciation cellulaire : hétérocystes et akinetes.

e Polarité : base et apex du filament.

e Gaine : absence ou présence.

e Ramifications vraies ou fausses.

1.1.3. Facteurs favorisants la prolifération des cyanobactéries

Les proliférations des cyanobactéries sont le plus souvent associees a trois facteurs

principaux (Levi et al., 2006) :

e Facteurs physico-chimiques de I'eau.
e Stabilité de la colonne d’eau.

e Conditions météorologiques favorables.



1.1.4. Bloom a cyanobactérie

Les cyanobactéries ont la capacité de proliférer de maniére massive lorsque les conditions
leur sont favorables, typiquement dans les eaux de 20 a 30 °C, de pH entre 6 et 9, a faible
turbulence, a forte intensité lumineuse et a des teneurs élevées en phosphore et / ou azote
(Oberholster et al., 2004). Les blooms ou efflorescences peuvent se former en 2 jours et se
maintenir entre une et plusieurs semaines (Paerl et al., 2001). Ils disparaissent souvent lorsque
les conditions changent (brassage des eaux, diminution de I’intensité lumineuse) en fin de
période estivale. De plus, le réchauffement climatique semble agir comme un catalyseur
favorisant les proliférations de cyanobactéries partout dans le monde (Paerl et Huisman,
2008). Donc le developpement des blooms est di & une combinaison interactive de facteurs
environnementaux. La présence simultanée de fortes températures et de concentrations
importantes en nutriments est considérée comme le facteur le plus important pour le contréle

de la dominance des cyanobactéries (Brient et al., 2001).

1.1.5. Effets indésirable de la prolifération des cyanobactéries

L’exposition aux cyanobactéries a permis de démontrer leur potentiel toxique chez
I’humain de maniére spectaculaire (Azevedo et al., 2002). Par ailleurs, a partir d’études
épidémiologiques menées en chine, I’augmentation de I’incidence des carcinomes hépatiques
dans certaines régions a été suggérée comme étant associée a I’ingestion réguliére d’eau de
surface contaminée par les cyanobactéries (Chorus, 2001). Outre les intoxications humaines,
de trés nombreux cas d’intoxications aigues d'animaux domestiques ou sauvages dues aux
cyanobactéries ont été décrites sur tous les continents (Chorus Bartram, 1999, Briand et al.,
2003). La présence de toxines a été rapportée dans pratiquement toutes les régions ou les
cyanotoxines ont été étudies, faisant de la toxicose un probléme d’envergure mondiale (Ernst
etal., 2005). Les toxines de cyanobactéries sont généralement classées selon leur mode d’action
en :Hépato-toxines : Les hépato-toxines comprennent les micro-cystines (hépta peptides
cycliques), et la nodulaire toxine apparentée (penta peptide cyclique). Les variations dans la
structure chimique de la microcystines-LR sont nombreuses, et 48 types différents ont été
caractérises (Sivonen, 1996).Des expositions chroniques a ces toxines peuvent provoquer des

cancers (Falconer, 1996).



e Cyto-toxines : Les cyto-toxines comprennent principalement la Cylindrospermopsine,

un alcaloide isolé et caractérisé a partir de Cylindrospermopsis raciborskii. Il existe

d’autres cyto-toxines indéterminées associees aux Cyanobactéries (Falconer, 1996).

e Neuro-toxines : Les toxines responsables sont 1’anatoxine A (un alcaloide) et

I’anatoxine A (s) (un méthyle phosphate ester guanidine) (Carmichael et Falconer,
1993). Aucun cas d’intoxication n’a été répertorié, car il semble peu probable qu’un
empoisonnement humain puisse survenir par suite de la consommation d’eau

contaminée ou d’un contact (Falconer, 1996).

e Dermato-toxines : Les toxines de ce type sont : les aplysiatoxines, la débromoaplysia-

toxine et la lyngbyatoxine A (Hansen et al., 2001), ces toxines sont de trés puissants

promoteurs tumoraux (Falconer , 1993).

e Endotoxines lipopolysaccharidiques : Les endotoxines de nature lipopolysaccharidique

(LPS) sont des constituants de la membrane cellulaire des Cyanobactéries comme celles
des autres bactéries a Gram négatif (Pitois et al., 2001). Certaines études ont montré
que les LPS des Cyanobactéries seraient dix fois moins toxiques que celles des autres
bactéries a Gram négatif (Codd et al., 2005). Les LPS ont un effet toxique, lors d’un

contact direct avec la peau (World Health Organization, 1998).

1.1.6. Effets bénéfique de la prolifération des cyanobactéries

Hormis leurs effets néfastes, les cyanobactéries ont des avantages bénefiques pour

I'Homme et I'environnement qui peuvent étre résumé comme suites :

Modeler la biosphere terrestre par fixation du CO: et la libération de 1’02 (Sabart,
2009). Outre, la photosynthése ; ils assurent chez certaines espéces la fixation de 1’azote
atmosphérique, propriété qui a fait utiliser certaines cyanophycées (Anabaena, Nostoc)
comme engrais verts au méme titre que les légumineuses ; elles sont donc utilisées
comme source d’azote en riziculture (Charpy et al., 2004).

Participent au fonctionnement du milieu et en particulier a I’autoépuration des cours
d’eau (Sabart, 2009).

Elles peuvent produire de nombreuses molécules chimiques dont certaines sont trés
utiles utilisé comme d'antibiotiques, d'antiviraux et d'antitumoraux (Brunberg et al .,
2002).

Le genre spirulina est riche en protéines, micronutriments, beta-caroténe, vitamine B12,

acides gras, calcium et potassium qui sont importants pour la formation des os.



Ces effets contre 1’anémie ont été démontrés grace a sa haute teneur en fer. Compte
tenu de ses caractéristiques, la culture de la spiruline pourrait étre une solution pour
améliorer la santé humaine et aider a diminuer I’excés de cholestérol (Charpy et al.,
2004). Les effets de la spiruline sur les maladies diabétiques et hépatiques ainsi que sur
I’acné sont intéressants. Au plus elle a un effet préventif contre le cancer grace a sa

nature teneur en antioxydants comme la phycocyanine (Charpy et al., 2004).

1.2. Résistance bactérienne aux antibiotiques
1.2.1.Définition d’un antibiotique

On appelle « Antibiotique » toute substance naturelle d’origine biologique (¢élaborée par
un organisme vivant), substance chimique (produite par synthése) ou substance
semi synthétique (obtenue par modification chimique d’une molécule naturelle) qui peuvent
inhiber ou détruire spécifiquement les bactéries sans étre toxiques pour 1’héte (Pilly, 1975).
1.2.2. Classification des antibiotiques

La classification des antibiotiques n’est pas facile, ils peuvent étre regroupés selon leur
nature, origine, mode d’action, spectre d’activité. A T’heure actuelle les antibiotiques sont
regroupés selon leur nature biochimique (Tableau 01).

Tableau 01 : Classification biochimique des antibiotiques (Joffin et Leyral, 2006).

Classe d’antibiotiques Exemples

Aminosides Streptomycine, Kanamycine, Gentatamicine
B-lactamines—Penicillines Penicilline G, Ampicilline
B-lactamines-Cephems et Oxacephems Cefalotine, Céfotaxime

B-lactamines- Monobactams Aztréonam

Fosfomycine
Lincosamides
Macrolides
Nitrofuranes
Nitro-5- Imidazolés
Phénicoles
Polypeptides
Quinolones
Sulfamides et sulfones
Streptogramines
Tetracyclines
Vancomycines

Fosfomycine

Clindamycine, Lincomycine
Erythomycine, Spiramycine
Nitrofurantoine

Métronidazole

Chloramphénicol, Ethiamphénicol
Bacitracine, Colistine polymyxine
Acide naldixique
Sulfaméthoxazoletriméthoprime
Pristinamycine, Virginiamycine
Tetracycllineminocycline
Vancomycine




1.2.3. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques mettent en jeu des mécanismes d’action (Fig.01) d’une grande diversité
en relation avec la variété de leur composition chimique et la structure des germes contre
lesquels ils peuvent étre appliqués .Les différents modes d'action peuvent étre résumeés comme

suit :

Synihése de la paroi [DNA gyrase [Eiongation de IARN]
Acide nalidixique: Actinomycine Rifampine
Ciprofloxacine | Streptovaricines
Novobiocine

Quinolones

Cyclosérine
Vancomycdine

Synthése protéique
(Inhibitios u 505)
[ thromycine {macrolide:
i

Structure de la membrane \
cytoplasmique -

Polymyxines
Daptomycine

Nitrofuranes

PABA

Membrane Parod cellulaire

Sytoplamioue Mupirocine

Puromycine

Figure 01 : Mode d’action des antibiotiques sur la cellule bactérienne (Singh et Barrett, 2006)

e Action sur la paroi bactérienne : L’antibiotique peut bloquer la synthése de la paroi
et la cellule bactérienne peut exploser sous I’effet de la pression osmotique interne.

e Action sur la membrane cellulaire : L’antibiotique peut agir sur les lipides
membranaires, il désorganise la bicouche phospholipidique membranaire, ce qui
entraine les ¢léments hydrosolubles a I’extérieur de la cellule.

e Action sur ’ADN : L’antibiotique peut se fixer sur les brins de I’hélice de I’ADN et
empécher la réplication en bloquant la progression de I’ADN polymérase.

e Action sur les ribosomes bactériens : De nombreux antibiotiques utilisés en
thérapeutique ont pour cible les ribosomes bactériens. L’antibiotique se fixe soit sur la
petite ou la grosse sous-unité, ce qu’inhiberait la synthése des protéines.

e Transcription : L’ARN polymérase assure la transcription de I’ARNm nécessaire a la
synthese des protéines. Certains antibiotiques peuvent bloquer la transcription de ’ADN
en se fixant sur I’ARN polymérase bactérienne.

e Anti meétabolite : Certains antibiotiques peuvent agir comme des agents anti-

métabolites, ils bloguent le fonctionnement des voies métaboliques en inhibant par



compétition I’utilisation de métabolites par des enzymes clés. (Ferron, 1984 ; Joffin et
Leyral, 2006 ;).

111.2.4. Mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques est apparue rapidement apres leurs

introductions dans le traitement des maladies infectieuses, les principaux mécanismes élucidés

a ce jour sont :

Perméabilité limitée a ’antibiotique : les bacilles a Gram négatif sont naturellement
résistants, le plus souvent aux antibiotiques hydrophobes et/ou de masses moléculaires
élevées, car ces antibiotiques ne peuvent traverser la membrane externe de la paroi.
Production d’enzymes inactivant I’antibiotique : certaines bactéries produisent des
B-lactamases, enzymes présentent dans 1’espace péri-plasmatique de la bactérie. Elles
permettent la destruction de I’antibiotique avant qu’ils puissent atteindre leurs cibles.
Résistance par transfert de génes : Elle est due a I’acquisition d’un plasmide ou d’un
transposon codant pour des protéines conférant une résistance accrue a des familles
d'antibiotiques, elle peut étre transmissible entre bactéries d'especes différentes.
Résistance par mutation chromosomique : Elle est due a des mutations qui se
produisent au hasard sur le chromosome bactérien, la mutation chromosomique ne
s’exerce que vis-a-vis d’un seul antibiotique et n’est en principe pas transférable d’une
espece bactérienne a 1’autre.

Modification de la cible ou absence de récepteur : modification des PLP (protéines
liant les pénicillines) sont des enzymes qui catalysent 1’étape finale de la biosynthese du
peptidoglycane et qui est la cible des B-lactamines. La fixation des p-lactamines aux

PLP empécherait la synthese du peptidoglycane. (Senez, 1968)

111.2.5. Problémes causés par les bactéries résistantes

L’utilisation massive des antibiotiques a provoquer la généralisation de la résistance

bactérienne, ce qui peut se répercuter sur 1’étre humain de différente mariniére:

Propagation des infections nosocomiales.
Augmentation des interventions chirurgicales.
Utilisation d’antibiotiques plus colteux.

Echec du traitement et risque de complications.



e Prolongation de la durée de séjour en établissement hospitalier.

e Augmentation du taux de mortalité. (Senez, 1968)



Materiel
et
Meéthodes



I1.1. Préparation de I’extrait
11.1.1. Récolte du matériel bactérien

Le matériel biologique utilisé pour cette étude a été récupéré a partir de deux
efflorescences de cyanobactéries. L’espéce Microcystis aeruginosa a été récoltée au
mois de Septembre 2016 a partir du lac Oubeira. Alors que 1’espéce Ocsilatoria
limosa a été récoltée au mois de Juin 2016 a partir du lac Tonga. Ces deux lacs font

partie du parc national d'El Kala (Wilaya d’El Taref).

11.1.2. Extraction

Afin de réaliser notre travail, nous avons préparées un extrait aqueux pour
chaque espéce, ’extraction a été réalisé au laboratoire EMMAL (Eco-biologie des
milieux marins et littoraux - Université de Badji Mokhtar - Annaba). Une
macération a été réalisée sous agitation durant 24 heures, les filtrats récupérés étaient
évaporer au Rotavapeur afin d’éliminer le solvant d’extraction, puis lyophilisés et

conservés dans des flacons stériles hermétiquement fermés.

11.2. Souches bactériennes

Les germes utilisés sont des souches de référence ATCC (American Type Culture
Collection), ils constituent d’excellents modéles pour la recherche de 1’effet antibactérien des
substances naturelles ou de synthéses. Les souches utilisés été fourni a partir de I'népital de
Guelma (Ibn Zohr) :

e Escherichia coli ATCC 25922.

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
e Staphylococcus aureus ATCC 25923.

e Enterococcus faecalis ATCC 29212.

11.3. Milieux de culture utilisée
Suivant les méthodes employees et les souches étudiées, les milieux utilisés sont les
suivants : gélose nutritive, gélose Chapman, gélose Muller Hinton, le bouillon nutritif et le

bouillon Muller Hinton. La composition des milieux est indiquée dans le Tableau 02.



Tableau 02 : Composition des milieux de culture (Joffin et Leyral, 2006).

Milieux Composition des milieux de culture
Extraitde viande............coooiiiiiii e lg
Extrait de [eVure........oooviiiiii i 2,5¢
T 0] (0] S5¢g
Gélose nutritive Chlorure de SOAIUML. .....vviiiii i e 5g
A AT AGAT. .o 15g
Eau distillée. ......oeiei 1000ml
pH=7
PEPLONE ... 109
Extrait de viande de beeuf ...........cooceiiiiiiiii lg
Chlorure de SOIUM .......ociiieiece e e 759
) MaNNITOL ©..e 109
Gélose Chapman RoUGE de PENOL ..o s 0,025¢g
AGAT AGAE ... 159
BaU ISHIIEE ... 1000ml
pH=7,4
Infusion de viande de boeuf (déshydratée) ...............c.ooiiiiiiiina. 300 g
Hydrolysat de caséine ..............c.cceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieeieen. 0175 g
) AmIdOn ... 01,50 g
Gelose MH EAU GISIIEE ... 1000 ml
A AT A AT i 17,00 g
pH=7,5
Extrait de viande ..........ooooiiiii e lg
EXErait de [EVUIE......oveiiiiiie e 25¢
) o Peptone ... S5¢g
Bouillon nutritif Chlorure de sodium............oiuiiii i S5¢g
Eau distillée ..o 1000 ml
pH=7
Infusion de viande de beeuf (déshydratée) ...t 300 g
] Hydrolysat de caséine ..............ccceviiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeiienceee 17,5 8
Bouillon MH AMIAON ..ot 01,50 g
Eau distillée ......oovoinii 1000 ml

pH=7,5




I1.4. Etude de activité antibactérienne
Il. 4.1. Préparation des extraits

Les deux extraits préparés au paravent sont repris dans du DMSO a 2% a raison
de 200 mg/ ml.

11.4.2. Méthode de diffusion en milieu gélose

L’activité antibactérienne des 2 extraits a été évaluée par la méthode de diffusion en milieu
gélosé telle que décrite par (Bauer et al., 1966) et reprise par (Barry et al., 1985). A partir de
colonies jeunes de 18 a 24 heures, une suspension bactérienne est réalisée dans de 1’eau
physiologique stérile a 0,9% de NaCl est préparée pour chaque souche bactérienne. La turbidité
de cette suspension est ajustée a 0,5 Mc Farland puis diluée (1/100) afin d’obtenir un inoculum
de 10° bactéries/ml (pour l'espéce Staphylococus aureus l'inoculum est dilué & 1/10). Cet
inoculum est étalé a I’aide d’un écouvillon sur boites Pétri contenant de la gélose Mueller-
Hinton. L’extrait est déposé sur des puits réalisé avec des billes stériles avant solidification de
la gélose. Les boites Pétri sont d’abord laissées pendant 2 h a 4°C pour une pré-diffusion de
I’extrait avant d’étre incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures. L’évaluation de
I’inhibition est réalisée par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque puits.
Nous avons utilisé un témoin négatif (DMSO a 2 %) et un témoin positif (disques

d’antibiotiques). Le choix des antibiotiques a été réalisé selon la disponibilité du laboratoire.

11.4.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice et bactéricide

La détermination de la concentration minimal inhibitrice (CMI) et de la concentration
minimal bactéricide (CMB) a été réalisée selon la méthode décrite par (Bolou et al., 2010).
La CMI est préparée selon la méthode de double dilution, une gamme de concentrations
stérile allant de 125 a 500 mg/ml a été préparée pour chaque extrait, on prépare egalement
pour chaque souche bactérienne un inoculum dont la turbidité est ajustée a 0,5 Mc Farland
puis diluée (1/100) afin d'obtenir un inoculum de 10° bactéries /ml dans du bouillon
Mueller-Hinton (pour I'espéce Staphylococus aureus l'inoculum est dilué a 1/10). Ensuite on

ajoute dans des tubes a hémolyse, 1 ml de chaque concentration et 1 ml d’inoculum



bactérien, les tubes sont mélangeés puis incubés a 37 °C pendant 24 heures. Apres incubation,
on examine la croissance bactérienne dans chaque tube qui se traduit par une turbidité. La
CMI d’un extrait vis-a-vis d’une souche donnée sera la plus petite concentration ne montrant

aucune croissance visible.

Pour déterminer la CMB, on réalise 24 heures plus tot, un témoin bactéricide
en ensemencant par stries une gélose nutritive en boite Pétri, la solution mére et les
dilutions 10, 102, 103 et 10* de I’inoculum de départ correspondant respectivement a
100 %, 10 %, 1 %, 0,1 % et 0,01 % de survivants. Apres la lecture de la CMI on effectue
des repiquages en stries en gélose nutritive des tubes sans croissance visible. Ces repiquages
sont ensuite incubés a 37 °C pendant 24 heures, aprés on compare les stries au témoin
bactéricide. La CMB sera la plus petite concentration dont le repiquage montre une

croissance de germe inférieure ou égale a 0,01 % de survivants.



Résultats
et
Discussion



111.1. Effet du DMSO sur les souches de référence

Afin de soumettre les extraits aux essais biologiques, la toxicité du solvant peut également
étre critiqgue car méme en traces, le solvant ne devrait pas empécher le procédé biologique
(Yrjoen, 2004), Pour cela le DMSO a 2 % a éte testé, le résultat obtenu ont indiqué que le
DMSO a 2 % est approprié et ne présente aucun effet sur la croissance normale des souches de

références (Figure 02).

Figure 02 : Effet du DMSO a 2 % sur les souches de référence.

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Staphylococcus aureus ATCC 25923

Escherichia coli ATCC 25922 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

111 .2. Effet des antibiotiques sur les souches de reférence

Or mis le DMSO a 2 %, la sensibilité des souches aux antibiotique a été testé avant de



soumettre les souches bactériennes aux essais biologiques, la résistance bactérienne peut
également étre critique. Pour cela 4 antibiotiques ont été testé comme témoin positive, les
résultats obtenus sont indiqués dans les tableaux 03 et 04 et les photos prisent dans la Figure
03

Tableau 03 : Zones d'inhibitions des antibiotiques (mm) sur les souches de référence.

Souches de références Penicilline (P10)  Erythromycine (E15) Imipenem (Imil0)  Vancomycine (Va30)
Escherichia coli ATCC 25922 766+154  7,332057 6,66 £0,57 8,33 40,57
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 7334057 940 741 1033 +057
Staphylococcus aureus ATCC 25923 24 +0 29+ 1 766 +0,57 18,66 + 0,57
Enterococcus faecalis ATCC 29212 6,66 + 0,57 8+0 740 6,66 + 0,57

Tableau 04 : Détermination de la résistance et de la sensibilité des souches de références vis

a vis des antibiotiques.

Souches de références Penicilline (P10) Erythromycine (E15)  Imipenem (Imi10)  Vancomycine (Va30)
Escherichia coli ATCC 25922 Résistante Résistante Résistante Résistante
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  Résistante Résistante Résistante Résistante
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Intermédiaire Sensible Résistante Sensible
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Résistante Résistante Résistante Résistante

Pour les bactéries a Gram +, I’espéce Staphylococcus aureus serait plus sensible a I’action
de 2 antibiotiques (érythromycine, vancomycine) avec des diametres de 1’ordre de 29 et 18,66
mm respectivement et intermédiaire pour la pénicilline avec un diamétre de 29 mm. Cependant
I’espéce Enterococcus faecalis est résistante a 1’action de tous les antibiotiques testés
(pénicilline, érythromycine, imipenem et vancomycine) avec des diameétres de 1’ordre de 6,66 ;
8; 7 et 6,66 mm respectivement.

Cependant pour les souches de référence a Gram négatif, 1’espéce Escherichia coli est
résistante a 1’action de tous ces antibiotiques (pénicilline, érythromycine, imipenem et
vancomycine) avec des diamétres de 1’ordre de 7,66 ; 7,33 ; 6,66 ; 8,33 mm respectivement.
Aussi I’espéce Pseudomonas aeruginosa est résistante a ’action de tous ces antibiotiques
(pénicilline, érythromycine, imipenem et vancomycine) avec des diametres de I’ordre de 7,33 ;

9;7; 10,33 mm respectivement.



Figure 03 : Action des antibiotiques vis a vis des souches de référence.

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Escherichia coli ATCC 25922

Eis = Erythromycine (15ug) - Pio= Pénicilline -V As=Vancomycine - IM110= Imipenéme (10pg)




I11. 3. Etude de I’activité antibactérienne des cyanobactéries

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien de 2 extraits aqueux isolés a partir de
I’espéce Microcystis aruginosa et Oscillatoria limosa par la méthode de diffusion en milieu
gélosé. L’activité antibactérienne de nos extraits a été déterminée par la mesure du diamétre de

la zone d’inhibition au tour des puits.

111 .3.1. Extrait aqueux de I’espéce Microcystis aeruginosa

Les résultats obtenus a partir de cet extrait sont représentées dans le Tableau 05 et les
photos prisent dans la figure 04. Les résultats obtenus ont indiqué que les zones d’inhibition

sont en relation avec la quantité de 1’extrait pour toutes les espéces bactériennes.

Tableau 05 : Effet de I’extrait aqueux de I’espéce Microcystis aeruginosa

Zones d’inhibitions (mm)
Souches de références

40 mg 60 mg 80 mg 100 mg 120 mg
Escherichia coli ATCC 25922 00 £ 00 0000 11+1 12,67 +0,58 12,67+1,15
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | 00 + 00 00+ 00 0000 0000 00£00

Staphylococcus aureus ATCC 25923 6,33+551 10,33+0,58 12+00 14,33+0558 19,67 +1,53

Enterococcus faecalis ATCC 29212 00+00 00+ 00 00+00 11,67 + 0,58 13,67 + 0,58

Les zones d’inhibitions ont montré que la souche Staphylococcus aureus est sensible a
I’action de cet extrait ; ce dernier est actif méme a faible quantité avec des diameétres croissants
de I’ordre de 6,33 +£5,51, 10,33 £ 0,58, 12+ 00, 14,33 + 0,58 et 19,67 + 1,53 mm. Pour I’espéce

Enterococcus faecalis ; I’extrait n’a indiqué des zones d’inhibition qu'a partir de 100 mg.

Pour I’espéce Escherichia coli ; cet extrait n’a pas indiqué un effet a 40 et 60 mg
par contre il a indiqué des zones d’inhibitions de I’ordre de 11 £ 1 ; 12,67 + 0,58 et 12,67 +
1,15 mm a 80, 100 et 120 mg respectivement. Par contre pour 1’espéce Pseudomonas

aeruginosa aucun effet n’a été retrouvé pour toutes les concentrations.



Figure 04 : Effet de I’extrait aqueux de l'espéce Micocystis aruginosa vis a vis des souches de
références.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Enterococcus faecalis ATCC 29212




111 .3.2. Extrait aqueux d’espéce Oscillatoria limosa

Les résultats obtenus a partir de cet extrait sont représentées dans le tableau 06 et les
photos prisent dans La figure 05

Tableau 06 : Effet de I’extrait aqueux de 1’espéce Oscillatoria limosa

Zones d’inhibitions (mm)
Souches de références
40 mg 60 mg 80 mg 100 mg 120 mg
Escherichia coli ATCC 25922 00+00 0000 0000 10,31+£0,58 111
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 00+00 10%1 10,33+0,58 10,67 0,58 11,33+0,58
Staphylococcus aureus ATCC 25923 00+00 10,33+£0,58 11+0 11+ 0 11,670
Enterococcus faecalis ATCC 29212 00+£00 0000 00+ 00 00£00 13,67 £0,58

Pour I’espéce Staphylococcus aureus a 40 mg I’extrait n’a aucun effet, cependant a 60,
80, 100 et 120 mg, la bactérie a indiqué des zones d’inhibition de I’ordre de 10,33 + 0,58, 11 £
0,11 +£0et 11,67 £ 0 mm respectivement. L’espéce Enterococcus faecalis a dévoilé une zone
d’inhibition de I’ordre de 13,67 + 0,58 mm seulement a 120 mg.

Pour I’espéce Pseudomonas aeruginosa ; I’extrait n’a aucun effet & 40 a mg, par contre de
des zones d’inhibition de ’ordre de 10+ 1 ; 10,33 £0,58 ; 10,67 £ 0,58 et 11,33 + 0,58 mm ont
été retrouvé a 60, 80, 100 et 120 mg respectivement. L’espece Escherichia coli, a indiqué des

zones d’inhibitions qu’a partir de 100 mg.



Figure 05 : Effet de I’extrait aqueux de 1'espéce Oscillatoria limosa vis a vis des souches de
références.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Escherichia coli ATCC 25922




111.4.Détermination de la concentration minimale inhibitrice et bactéricide

111.4.1. Extrait aqueux de I’espéce Microcystis aeruginosa

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricide (CMB) de I'extrait étudiés
vis-a-vis d’Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococus faecalis et Staphylococcus

aureus sont mentionnées dans le tableau 7.

Tableau 7: CMI et CMB de I’extrait aqueux de I’espéce Microcystis aeruginosa.

Souches de références CMI CMB CMB/CMI
Escherichia coli ATCC 25922 100 300 3
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 100 150 1,5
Enterococcus faecalis ATCC 29212 100 150 1,5
Staphylococcus aureus ATCC 25923 100 300 3

L’activité minimale inhibitrice de 1’extrait de Microcystis aeruginosa a été révélée a une
concentration de 100 mg/ml pour toutes les souches de références. Cependant I’activité
minimale bactéricide la plus faible est notée sur Pseudomonas aeruginosa et Enterococus
faecalis avec une concentration de 150 mg/ml. Cependant I'espéce Escherichia coli et

Staphylococcus aureus la CMB été de I'ordre de 300 mg/ml.

La grille de classification de I'activité intrinséque des molécules bioactives est indiquée
dans le tableau 8 .

Tableau 8 : Activité intrinséque des molécules bioactives [2].

CMB /CMI Activité intrinseque
4 Effet bactéricide
8-16 Effet bactériostatique

: L

La comparaison du rapport CMB / CMI des souches des références aux valeurs intrinseques

des molécules bioactives, permet d'indiqué que cet extrait présente un effet bactéricide vis a vis



des souches de références.

111.4.2. Extrait aqueux de I’espéce Oscillatoria limosa

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricide (CMB) de I'extrait étudié
vis-a-vis d’Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococus faecalis et Staphylococcus

aureus sont mentionnées dans le tableau 9

Tableau 9 : CMI et CMB de I’extrait aqueux de I’espece Oscillatoria limosa

Souches de références CMI CMB CMB/CMI
Escherichia coli ATCC 25922 150 300 2
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 50 150 3
Enterococcus faecalis ATCC 29212 100 300 3
Staphylococcus aureus ATCC 25923 100 300 3

Selon ces résultats, 1’activité minimale inhibitrice de D’extrait a ¢été révélée a une
concentration de 50 mg/ml pour Pseudomonas aeruginosa ; 100 mg/l pour Staphylococcus

aureus et Enterococcus faecalis ; et a 150 mg/l pour Escherichia coli.

L’activité bactéricide la plus faible est notée pour Pseudomona aeruginosa (150 mg/l)
cependant pour Staphylococcus aureus ; Enterococcus faecalis et Escherichia coli la CMB été
de 300 mg/I.

La comparaison du rapport CMB / CMI des souches des références aux valeurs
intrinseques des molécules bioactives, permet d'indiqué que cet extrait présente un effet

bactéricide vis a vis des souches de références.

Nos résultats ont indiqué que les deux extraits ont un effet sur les bactéries a Gram positif
et négatif, toutefois les travaux de Mundt et al., (2001) ont indiqué que les extraits des
cyanobactéries inhibent la croissance des bactéries a Gram positif uniqguement. Aussi des
résultat similaire ont été signalé par Kreitlow et al., (1998) qui ont rapporté qu’aucun des

extraits des cyanobactéries n’a montré une activité vis-a-vis des bactéries a Gram négatif.



Conclusion



Ce travail montre la richesse potentielle des cyanobactéries, les résultats obtenus indiquent
que ’inhibition de croissance bactérienne dépend de 2 facteurs, la bactérie utilisée et la quantité.
Les résultats de I’activité antibactérienne effectuée dans ce travail sont prometteuses vu que
I’extrait aqueux de I'espéce Microcystis aeruginosa et Oscillatoria limosa a révélé une activité

antibactérienne bactéricide sur les 4 souches de référence.
En perspective, il serait trés intéressant de mener une étude plus approfondie en étudiant :
» Phytochimie.
» Tirer le maximum d’extraits.
 Activité anti-oxydante.
« Utiliser des souches pathogénes.

+ Faire des synergies.
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Résumé

Notre étude a pour but d’évaluer in vitro D’activité antibactérienne ainsi que la
concentration minimale inhibitrice et bactéricide de 2 extraits aqueux de cyanobactéries :
Microcystis aeruginosa et Oscillatoria limosa sur 4 souches de reférence : Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC25923 et

Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Les résultats obtenus révelent : Larichesse des 2 extraits des cyanobactéries en molécules
bioactives, 1I’extrait Microcystis aeruginosa apparait plus actif comparé a I’espece Oscillatoria

limosa.

La CMI de I'extrait aqueux de I'espéce Microcystis aeruginosaa a indiqué une CMI
de I'ordre de 100 mg/ml pour toutes les souches de références. Cependant I'extrait aqueux
de I'espéce Oscillatoria limosa a été de 1'ordre de 50 mg/ml pour I’espéce Pseudomonas
aeruginosa : 100 mg/ml pour I'espéce Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis et
de 150 mg/ml pour I'espece Escherichia coli. La CMB la plus faible de I'extrait aqueux de
I'espéce Microcystis aeruginosa est notée sur Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus
faecalis (150 mg/ml), pour Escherichia coli et Staphylococcus aureus la CMB été de I'ordre
de 300 mg/ml. Cependant la CMB la plus faible pour I'extrait aqueux de I'espece Oscillatoria
limosa est retrouvée sur Pseudomonas aeruginosa (150 mg/l). Pour Staphylococcus aureus ;

Entérocoques faecalis et Escherichia coli la CMB été de I'ordre de 300 mg/ml.

La comparaison du rapport CMB / CMI des souches des références aux valeurs
intrinséques des molécules bioactives, permet d'indiqué que les 2 extraits présentent un effet

bactéricide vis a vis des 4 souches de références.

Mots clés : Activité antibactérienne, souches de référence, CMI, CMB, Microcystis aeuginosa,
Oscillatoria limosa.



Abstract

Our study is devoted to in vitro evaluation of the antibacterial activity as well as the
minimal inhibitory (MIC) and bactericidal concentration (MBC) of 2 aqueous extracts of
cyanobacteria: Microcystis aeruginosa and Oscillatoria limosa on 4 reference strains:
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,Staphylococcus
aureus ATCC25923 et Enterococcus faecalis ATCC 29212.

The results obtained reveal: The richness of the 2 extracts of the cyanobacteria in bioactive
molecules, the extract Microcystis aeruginosa appears more active compared to the species

Oscillatoria limosa.

The MIC of the aqueous extract of the species Microcystis aeruginosaa indicated a MIC of
the order of 100 mg / ml for all the reference strains. However, the aqueous extract of the
species Oscillatoria limosa was of the order of 50 mg / ml for the species Pseudomonas
aeruginosa; 100 mg / ml for the species Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis and
150 mg / ml for the species Escherichia coli. The lowest MBC of the aqueous extract of the
species Microcystis aeruginosa was recorded on Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus
faecalis (150 mg / ml), for Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The MBC was about
300 mg / ml. However, the lowest MBC for the aqueous extract of the species Oscillatoria
limosa is found on Pseudomonas aeruginosa (150 mg / I). For Staphylococcus aureus;
Enterococcus faecalis and Escherichia coli the MBC was of the order of 300 mg / ml.

The comparison of the MBC / MIC ratio of the reference strains to the intrinsic values of the
bioactive molecules makes it possible to indicate that the 2 extracts have a bactericidal effect
to the 4 reference strains.

Key words: Antibacterial activity, reference strains, MIC, MBC, Microcystis aeuginosa,

Oscillatoria limosa



(CMB) LSl aa 5(CMI) dadiall i) asll 3,8 53 Gl 5 Lyl cilaline b wyld Gl jall 038 s
Gra ye OV 4 e cilalitaal o3 ki s eeli 30 LS (e Cpile Cppalici
SATCC25923 4l 40 séiall &l KAl )ATCC 27853 4 lad ) 48 31 cATCC 2592245 51 58l 45, y5Y)
ATCC 29212 .4l 4 gaall &l sSal)
S Microcystis aeruginosa galaiuad) o cua L gu dadall cils jall dse o1 ) 3 LS of of < jelal il
.Oscillatoria limosa galaiuall (e Uslis
Lot SV ea e Jis Microcystis aeruginosa galiivdl (CMI) dadiall (Sa¥) aall o)) gbiall < jelai S8l
30 J Ay Jlo/ale50 Ladial) (331 5 3S 55 3t Oscillatoria limosa galiiwdl dusly Wi «(Jlo/aa100
A iy Aaailly JLo/ada]B50 5 A dll A siiall il sSall g Ay 3l 4 gall ) Sl Aailly Jlo/31e100 Ayl 3l
A sh 5l
A3l 4830 e culas o Microcystis aeruginosa oaliiud iy (CMB) LSl ae Ll dad o
*(CMB) Aasd 4083 2y ghiall <l 5Sall 5 435 o i) A8, 501 Aasilly cJlo/ala 150808 A1l 4y gaal) ol 58l
a3l Je claa dl Oscillatoria limosa oalaiuad duly LSl e bl ded Sab sl Lad, JLe/ale300
g 2 ) ) 4 gl ) oSl g A Al A giiall ) oSl 5 A o ) A5 ) Ailly lo/ile 150 Ay 3 a3l
Jle/ale 300,4CMB
Lol 058 Cpaliionall () oy Adalill 4y sl iy 52l 4 58 sall 2l ae dra el YL CMB/CMI Apsil) 45 )lia
oY1 sl YL i ol jall e s

(CMB)L_sSY ama ((CMIMasiall sY) aall 3855 dma el L (L il Slaall LalLaall syl cilals

Oscillatoria limosa, Microcystis aeruginosa



