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Arrroduciion

Introduction

L7eau est indispensable pour la vie mais peut comporter des risques pour notre santé.
L'eau qu’elle soit douce, salée, cau de pluie, ou souterraine, superficielle peut étre souillée
par des maticres organiques ou inorganiques (physique, chimiques, biologiques); ces
derniéres rendent I’eau nocive pour Ja santé (UNESCO ,2006).

Les besoins en eau de I'homme augmentent considérablement dans e temps et
touchent a des domaines de plus en plus nombreux pour satisfaire ses exigences de confort et

d’agréement et pour tépondre a une demande économique croissante (Eric et al., 2008),

Le phénomeéne d'eutrophisation des eaux provogquée par Uapport important de
phosphore et d’azote dans des eaux & des périodes de fort ensoleillement est un probléme

mondizlement connu.

A Porigine ¢’est un phénomene maturel s’autorégulant et sans réel danger dans un
milieu en équilibre. Ses manifestations se sont accélérées depuis un demi-siécle et les secteurs
touchds s¢ sont Stendus. Jon aupuwvnladivi wel Jdue & | udens luation duy guliviits humaines

(rejet d’eaux usées, diffusion d’engrais azotés. .. ) (Bertrand, 2005).

Ses manifestations les plus praves dans les éeosystémes aquatiques en sont des
proliférations massives des producteurs primaires et en particulier des cyanobactéries
appelées aussi algues bleues-verl el cyanoprecarvotes formani ainsi des blooms, encore

appelés fleurs d’eau ou efflorescences (Briand er al., 2003),

Leur présence dans les plans d’eau destinés 4 1’abreuvement du bétail constitue un
danger potentiel ef une menace séricuse pour la santé 4 la fois humaine et animale, vue la
capacité de nombreux genres 4 produire une série de composés biologiguement actifs révelés
d’étre trés toxique pour une variété d'organismes, y compris I"'homme. Ces toxines peuvent
agir sur plusieurs fonctions du corps humain, telles que le systéme nerveux, le foie, la peau et

le systéme digestif (Marion, 2009).

o Vu le grand danger que peut subir "homme ainsi que les autres étres vivant en

consommant de I'eau qui véhicule ces micro-organismes et par conséquent leurs toxines,
' mous nous sommes intéressés a isoler, cultiver des cyanobactéries ainsi quexpérimenter leur

toxicité sur un modele animal (souris).
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Litgrodiction.

En effet, notre travail est structuré en trois parties : la premiére est une synthese
bibliographique englobant des généralités sur les cyanobactéries ainsi que les paramétres de
stress, la deuxieme esi consacrée 4 la description du site de prélevement, présentation du
matériel ainsi que les méthodes utilisées pour réaliser gette étude, La troisiéme relate nos

résultais avec leur discussion, ei enfin nous termingrons par une conclusion.
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CHAPITRE I

Synthese Bibliographique
/

N
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Llapitre 1 Synthése bibliographique

1. Généralité

Depuis des millions d’années, les cyanobactéries été intimement associés au

développement de la vie sur la Terre et ont contribué & enrichir I"atmosphére terrestre en
oxygéne dont certains sont capables de fixer l'azote atmosphérique (Anonyme 6).

Ces micro-organismes sont classées du point de vue systématique dans Iz régne des
Eubactéries mais ont longtemps fait parties du régne végéial car elles possédent a la fois des
caractéristiques : algues et /ou aux bactéries,

Comme les algues, Jes cyanobactéries possédent de fa chlorophylle a, et non de la
bactériochlorophylle, ainsi que deux photosystémes.

Les caractéristiques communes des cyanobactéries ef des bactéries sont ["absence de
membrane nucléaire et plastidiale, de mitochondries de réticulum endoplasmique et de
dictyosome , ainsi la présence d'une paroi cellulaire caractéristique des bactéries Gram
neégatif (Frémy et Lassus ,2001).

La couleur des cyanobacteries est dne & la présence de pigments (chiorophylie verte,
caroféne rouge et orange, xanthophylle jaune, phycocyanine bleue et phvcoérythrine rouge) et
de mucilage (Anonyme 6).

“~De namhrense eyannhartéries penvent se deéplacer par glissement (gliding mobility )
par contre , un vrai flagelle rowatif n'a jamais &€ observé e glissement se produit
seulement lorsque la cellule ou le filament cst on contact avec une surface selide ou bien avec
une-aulre cellule ou un autre filament , chez certaines cyanobactéries, le glissement n'est pas
on simple mouvement de translation mais il est accompagné par des rotations, des
changements de directions et des courbures de filaments.

La plupart des espéces mobiles se déplacent vers la lumiére (phototactisme), le

chimiotactisme peut-aussi se produire ( Madigan et Martko ,2007).

2. Diversité morphologique
Les cyanobactéries présentent une diversité morphologique importants. En effet on
les refrouve ©
= Soit sous forme unicellulaires sphériques, ellipsoidales, cylindriques, ovoides ou
piriformes, {solées ou en colonies de formes trés varides (Fig. 1),
¢ Soit sous forme de trichome qui correspond a un enchalnement de cellules (thalle)

sans gaine (Fig. 2).
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= Soit sous forme de filament qui est un thalle avec gaine (Fig. 3) (Anonyme 3).

Tigure 1. Cyanobactéries omueelluline Figure 2 - Cyomobactéiy orgnmisée Figure 3 : Cvanohaetérie orpanisée
colorizle du genre Worenichine, en trichomes, Genve dphamzomenon.  en. {lament Genve Phormidian.
Phiotes de Lue Brient Université Photos de 1,0 Brient Université

Les formes les plus complexes possedent trois types de cellules (Fig. 3) :
s La cellule végétative (CV)

De type procaryote, le plasma périphérique (chloroplasme) est habituellement plus fortement
pigmenig gue le cenfroplasme et contient des pigments gui sout concentrés dans des
phycobilisomes situés sur la surface de lamelles photosynthétiques (thylakoides) (fig.5)
(Anonyme 6).

» L'hétérocyste (H)

Les hétérocystes (fig, 4) proviennent de la différenciation de cellules végétatives et sont les
seuls sites de fixation de I’azote (réduction de N, en NHi), chez les cyanobactéries
hétérocystées, il y a un échange mutuel de composés entre les cellules végétatives adjacentes
(les produits de la photosynthése) et ces dernieres (les produits de la fixation de ’azote),
(Madigan et Martnko ,2007).

e Les spores ou skinétes (A)

Sont produites chez les formes hétérocysices. Ce sont des cellules de grande taiile, & paroi
épaisse et riche en réserves nutritionnelles (fig.5). Les akinétes sont des formes de résistance
qui permeitent la survie des cyanobactéries sur les sédiments lorsque les conditions
environnementales sont défavorables & leur maintien dans la colonne d’eau (Madigan et
Martnko .2007).
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Frgure 41 Trichome de cyvancbaclére FigmeS5 - Difféients fypes de celilules
(genreAndbiena) prosentant un thiez les cyanobastérie
Beterocyets (F) ¢l unakingte (A). (Anonymie3) 't hétérocyees , A akinste OV cellle végdlative
(Anonymel)

Les autres caractéres morphologigues principaux qui ont été utilisés pour caractériser

et décrire les souches sont

» Les ramifications présentes chez certains groupes et qui peuvent étre fausses ou
vraies (Fig 6).
» La gaine mucilagineuse présente chez certains groupes qui peut &tre parfois

trés eépaisse, ou structurée, ou colorée.

La présence ou l'absence d'hormogonies (Fig. 6), groupes de quelques cellules,
mobiles ou immobiles qui se détachent des filaments ei permettent une multiplication

végétative (Anonyme 6).

Figure 6: Différents types de ramification chez les cyanobactéries Ramification en Y & gaudhe st géminées
& droite’ en formation (1) et formée (2). I'hormogonie () (Anonyme 21)

3. Classification
A ce jour, la classification de ces organismes selon le Code International de
Nomengelature Botanique (fab.2) et le Code Iniernational de Nomenclature des Baciéries

dépend 4 la fois de la composition en pigments, la présence de vésicules 4 gaz, la composition
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En substances de réseive, la paroi cellulaire ou encore la présence de cellules

différenciées (hétérooystes et/ou akinétes) et le mode de multiplication. Dans tous les cas. les

noms de genres i d'espéces actuellement utilisés pour 1"identification et la systématique sont

ceux empruntés 4 la bofanique.
Le code de nomenclature bactériologique (tab.1) est basé sur des études comparatives

entre souches axéniques en culture. Cetie classification prend en compte la morphologie mais

aussi les caractéristiques physiologiques, biochimiques et génétiques,

Pour les bactériologistes, ces microorganismes sont des bactéries photo - autotrophes

¢t elles sont appelées cyanobactéries dans le Manuel de Bergey. Les apports de la biologie

moléculaire 4 la systématique et & la phylogénie devraient permetite & terme la définition

d’une taxinomie des cyanobaciéries stable et universelle (Briand, 2008).

Tablean 1 : Classification des cyanobactéries selon le Manuel de Bergey (Boussadia, 2008)

| Classe Sous - section Genres
| Chamaesiphon, Chroococeus, Gloeothece,
Cyar_wzkece. Gloeobacter, Gloeovapsa,
Microcystis. Dactylococeopsis.
Syrechococeus,
Uysnobacteries {l Dermacarpelia, Myvosarcing, Xenococous

Plewrocapsa, Clhrovcoceidiopsis.

1 Arthrospira,  Oscillatoria,  Plapkiothrix.
Starria,  Pseundoarabuena, Spirudina,
Crinalium, Lyaghya

w a  Anabaena, Anabaenopsis, Aphanizomenan,
Nostoe ,Cylindrospermum, Nodularia,

v Chloregloeopsis, Fisherella, Nosm&psigf

Geitleric
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Tableau 2 : Classification botanique des cyanobactéries (Boussadia, 2008)

Ordre Famille Genre
Gloeobacterales Glioeobacteraceae Gloeobacter
Synechococcales Synechococcaceae Synechococeus
(Coceoide) Merismopediaceae Apharnocapsa, Svrechocystis
Psendoanabaenales Pseudoanabaenaceae Geillerinema ; Psewdoanabaena
(Trichome)
Schizorichaceae Schizothrix
Chroococcales Microcystaceae (coccoide) Micracystis

(Coccoide / Trichome)

Gomphosphaeriaceae (coccoide)

Snowella, Woronichinia

Chroococcaceae (coccoide)

Chroococeus

Osciliatoriaies

(Trichome)

Dermocarpellaceae Dermocarpella, Cyanocystis
Xenococcaceae Xenococeus, Myxosarcing
Hydrococaceae | Hyella, Pleurocapsa
Spirulinaceae (trichome) Spirulina
Phormidiaceae Arifrospira, Phormidium,
(‘necridies+) Planktothrix, Trichodesmium

Oscillatoriacea (necridies+)

Lyaghya, Oscrllatoria

Gomonticllaceae (necridies+)

Crinaliam, Starrie

Nostocales (héterocystés)

(sans ramifications)

Scytonemataceae Sevtonema

| (Taussses ramifications)
Rivulariaceae ‘ Calothrix, Gloeotrichia, Rivularia
Nostocaceae Anabaena. Anabasnopsis Nostor

Aphanizomenon, Cylindrospermum,

Nodularia, Cylindrospermopsis

Hapiosiphonaceae

(vraies ramifications)

Fisherella, Mastigocladys

Loriellaceae

Loriella

Stigonemataceas (vraies

ramifications, trichomes multisériés)

Stigonema
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4. Cytologie

Les cellules des Cyanobactéries montrent une coloration homogéne car elles n'ont pas
de plastes individualisés. Aw microscope optique. on distingue cependant une zone
périphérique colorée le chromoplasma, et une partie centrale plus claire le centroplasma
(Anonyme 20).

En microscopie €lectronique (fig.7)

% Le chromoplasma renferme de nombreuses inclusions -
B

o Les thylakoides

Sont des lamelles doubles sorte de sacs ecrases, ceux-ci rappellent par leur structure
les plastes des algues bien qu'ils ne soient pas entourés par une membrané spécialisée. Ce sont
les organites photosynthétiques : ils portent des granules de chlorophylle et des grains de
phycobilines. Outre la photosynthése, ils assurent deux autres fonctions : la respiration et

chez certaines espéces, la fixation de l'azote atmosphérigue (Anonyme 2).
s Les granules de réserves
#= (‘'yanophyeincs
Sont composes de grands polypeptides constitués d'une plos on moins dgale
d’acide aspartique et d’arginine et servent de réserve d’azote (Pelmont ,2005).
» Carboxysomes
Aussi appelle corps poly hydrique, elle reaferme principalement ia dbulose —
biphosphate carboxylase, enzyme responsable de la fixation du dioxyde de carbone (Pelmont
2005).
# Polyphesphates

Les phosphates sont stockés sons forme de polyphosphates aussi appelés granules de
volutine (Pelmont ,2003),

» Vacuoles gazenses

Leur présence dans les cellules végétatives permet & ces microorganismes de se

positionner 4 différents niveaux dans la colonne d*eau, voire de s’accumuler 4 la surface des



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

¢ 'ﬁ;’q-@t Lie 1 Synthése Gibliograplique

Plans d”eau, selon leurs besoins en lumiére et en nutriments (Madigan et Martnko ,2007).

% Le centroplasma on nucléoplasme qui fait fonction de noyau reste diffus et sans
membrane limitante, il renferme cependant de l'acide désoxyribonucléique, colorable
par les réactifs histologiques classiques (Feulgen, hématoxyline, etc.) et visible au
microscope €lectronique sous forme de fines aiguilles de 250 nm.

Les ribosomes présent dans toute la cellule mais sont plus nombreux dans le

ceniroplasme que dans le chromatoplasme et riches en acide ribonucléigue (Anonyme 9).

Leur paroi peut étre entourée d’une enveloppe mucilagineuse qui relie des cellules ou
des filaments ensemble.

La taille des cellules de cyanobactéries varie entre la taille typique pour les bactéries
(0.5 & lpm de diameétre) jusqu” & 40pm de diameéire (chez Pespéce Oscillatoria princeps) et
Certaines d’autres formeni des filaments dépassant un métre de long (Madigan et Martnko
2007).
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Figure 7 : L'ulirastructure d’une cyanobactérie (Selosse, 1996) (Boussadia, 2008)

3. Physiologie
La majorité des cyanobactéries sont photo-autotraphe ¢’est-a-dire qu’elles produisent
leurs propres matieres organiques en utilisant la lumiére conmme source d'energie et le CO2
comme source de carbone (Anonyme?7).
La photosynthése oxygénique est leur principale méthode de nutrition (anonyme 1)
au cours de laquelle de "oxygéne est forme & pariir d’eau par « photolyse de I’eau », un
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processus caraciéristique de tous les organismes & photosynthése oxygénique, incluant les
plantes et les algues car tous les organismes pratiquant la photosystéme II et de la
chlorophylle a (Jerom &7 al., 2004). Cependant, en présence de substrats organiques et de
CO2, certaines espéces utilisent le carbone organique pour leurs synthéses cellulaires.

Quelques espéces peuvent croitre 3 l'obscurité en héwérotrophie.

La vie hétérotrophe en présence d’oxygéne est possible chez certaines especes, mais

ne donne lieu qu’a une croissance lente, 4 quelque exceptions prés comme Oscillatoria

terebriformis, une espéce thermophile qui peut survivie sans oxyeéne ¢t 4 1"obscurité en

faisant une fermentation lactique du glucose ou du fructose, 1"hétérotrophic des

cyanobactéries repose généralement sur I utilisation des réserves infernes (Anonytne 18).

Dans des conditions anabrobies, Oscillatoria Ilimnetica oxyde le sulfure
d’hydrogénes au lieu de I'cau et réalise une photosynthése anoxygénique comme les bactéries
vertes photosynthétiques. Ces exemples montrent combien les cyanobactéries ont une
variabilité considérable dans leur métabolisme (Lansing ef al., 2007)

Les oyanobaciéries utilisent l'azote minéral des nitrates, nitrites et les sels
ammonigcauk. Lazote atldque cst fa svurce dazvte préférée dans la plupart des milieux de
culture. En l'absence d'azote minéral, de nombreuses formes de cyanobactéries peuvent

réduire l'azote atmosphérique et libérent de I'hydrogéne par la nitrogénase (Anonymel).

Les cyanobactéries dans leur ensemble fabriquent une wvariété considérable de
produit secondaire comme les toxines ou des terpénes volatils comme la géosmine et le 2-
méthyl-isobornéol qui sont connus pour donner 4 dose infime un manvais godt 3 I’eaun

(Madigan ét Martnko ,2007).

6. Ecologie des cyanobactéries

Les cyanobactéries sont présentes sur terre depuls an moins trois milliards d’années,
elles sont largement disiribuees dans les habitats naturels terrestres, dulgaquicoles et marins
(Madigan et Martnko ,2007).

Ces micro-organismes se développent dans les eaux peu profondes, tigdes, calmes ou

immobiles et riches en nutriment (azote, phosphore...) comme certains milieux aquatiques
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dégradés par les activités humaines comme exemple les formes filamenteuses sont abondantes
en zone littorale et dans les mers peu profondes (Anonymel).

En général, les cyanobactéries résistent misux aux conditions environnementales
extrémes (poles, sources d’eaux ferruginguses, geysers, etc.) (fig9) que les algues et sont
souvent les organismes photofrophes dominant ou méme uniques dans les sources chaudes
(Madigan ef Martnko ,2007), (fig. L0) comme Cyanidium caldarium qui peut se développer 4
plus de 60 - 70°C ; ainsi les lacs salés (Pelment 1993).

Aussi on trouve beaucoup d’espéces a la surface des rochers ou des sols, et méme
dans certains cas & Iintéricur des rochers, dans les sols désertiques, soumis & une lumiére
solaire intense, les cyanobactéries forment souvent des crotlites superficielles étendues, restant
en dormance la plupart de I'année et ne poussant que pendant le bref hiver et les pluies
printaniéres (Madigan et Martnko ,2007).

Beaucoup wvivent aussi en association avec d’autre &tre vivant, étant alors
endozoiques (avec des animaux comme des protozoaires, des eponges, des ascidies .),
endophytiques (avec des végetaux comme des fougéres aguatiques, des angiospermes... ) ou
encore syaibioliques (avee elhampigmens, comdituin ley lyvalivmies e lidlweos)

Larsqu elles sont strictement aquatiques, elles peuvent éire plancionique, vivent alors
dans la colonne d’eau, ou benthique, étant, dans ce cas fixées ou trés proches des divers
substrats (roches, coraux, algues, animaux... ), (fig.8) ou se développant méme & 1’intéricur
des sédiments (Frémy et lassus, 2001).

Figure 8 * Vert écume des evanobactéries Figure 9': Tapis de cyvanobacténies
(Anonyme 22) d yne plague de netge  (Anonyme 22)
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Figure 10 : Cyanobactéries autour de sources chaudes (Anonyme 23)

7. Phylogénie des cyanohactéries

La composition en base de I’ADN génomique d une variéié de cyanobactéries a été
déterminée, pour les Formes unicellulaires, elle varie entre 35 et 71% de G+C, une plage si
étendue que cela suggére que beaucoup de ces organisimes sont frés éloignés génétiquement.
Par contre, les valeurs pour les cyanobactéries a hétérocystes varient beaucoup moins de 38 a
46 /- de G+C.

Le regroupement phylogenetique des cyanobactenes est en général cohérent avec leur
morphologie, les cyanobactéries filamenteuses avec et sans hétérooystes forment des groupes
chstinets, de meéme que tes (ormes rmmliees Par contre, les eyanobactérics unicellulaires sont
phylogénétiquement trés diversifiées, leurs représentants ayant des relations phylaggénétiques
aveo des groupes morphologiquement différents.

De nombreuses cyanobactéries contiennent des plasmides (petites moiéeules d°’ADN)
ol ont été caractérisés des génes responsables de fonctions importantes pour la cellule
(Madigan et Martnko ,2007).

8. Multiplication
La multiplication des cyanobactéries est végétative, ¢’est-a-dire asexuée, et s’effectue
par:

Division binaire d"mne cellule meére en deux cellules filles (fig 11), ¢’est le mécanisme
courant chez cet embranchement qui assure la multiplication (végétative ou asexuée) dans les
conditions optimales, sa durée varie entre 30 minutes et 1 heure, par bourgeonnement ou par
divisions multiples (Briand, 2008).

Chez les formes filamenteuses, les trichomes se brisent, soit 2 partir des hétérocystes,
soit & partir de cellules spécialisées appeiées nécridies (cellules en cours de dégradation), soit
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encore en formant des éléments intercalaires ou terminaux, pluricellulaires qualifiés
d’hormogonies.

Chez les genres unicellulaires, le contenu des cellules peui se diviser pour donner
naissance & des spores, lorsque celles-ci sont formees a Iextérieur de la paroi maternelle et
libérées a partir d'un des apex de la cellule mére (souvent hétéropolaire et fixée au substrat) et
en une série unique, elles sonf nommées exocytes. Quand elles sont élaborées ay sein de Ia
cellule maternelle, de trés petite taille, trés nombreuses et sans mucilage, elles portent le nom
de nanocytes ou basocytes (Frémy et lassus, 2001).

Selon les espéces et les conditions environnementales, les temps de doublement des

populations varient de guelques heures a plusieurs jours (Briand, 2008).

Figure 1 1: Division binaire d’une cellule de cvanobacteérie (Anonyvme 24)

9. Proliférations des cyanobactéries

Dans les conditions environnementales qui leur sont favorables, les cyanobactéries
connaissent des phases de prolifération massive qualifi¢e d’efflorescence ou de bloom
(fig.12).

Ces proliférations se traduisent par la production, sur une courte période de temps
(quelques jours), dune biomasse importante et par une forte diminution de la diversité
spécifique dans le compartiment phytoplancionique puisquune ou deux espéces deviennent
alors trés largement dominantes (tig.13).

Les especes planctoniques se développent dans I*ensemble de la colonne d’eau ou 3
un niveau bien précis.

Dans ce dernier cas, les proliférations sont le plus souvent observées a la surface ol

elles forment des agrégats flottants appelés « fleurs d'eau », « fcumes » 0u « MOUSSES » MOINS

fréquente. ces phénomeénes surviennent en profondeur (entre 10 &t 15 métres) en fonction des
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disponibiliiés en nufriments et en énergie luminguse (Bertrand ef af., 2005).

Figure 12 : Bloom ddnabaena dans un Figure 13 « Prolifération de Plauktothviv rubescens
milieu continental {Anonyme 12) (Région parisienne) (Anionyme 13)

10. Condition fayorisant la prolifération des cyanobactéries
Le milieu environnant peut également présence de nutriment, des conditions
climatiques et une Circulation d'eau faible:
s Nutriments
La présence de phosphore est essentielle pour la croissance et la prolifération des
cyanobactéries, alors que la présence d’azote est facultative (certaine cyanobactérie étant
capables de fixer I"azote atmosphénaque), (Briand, 2008).
<* Conditions climatiques
o Luminosité modérée
Bien que la lumiére soit essentielle pour les organismes photosynthétiques, de trop
fortes intensités lumineuses peuvent dégrader I"appareil photosynthétique des cyanobactéries
(photo inhibition), entrainant ainsi leur dégénérescence. La croissance de la plupant des
cvanobactéries est inhib¢e quand elles sonf soumises en permanence 4 une intensité
[umineuse supérieure 4 3 200 Lux mais certaines cyanobactéries, comme [e filamenteuse
Anabaena sp. Préférent des intensités lumineuses, &t Planktoihrix sera former des bandes
denses juste en dessous de la surface de l'ean.
Toutefois, lorsque [I'intensité lumineuse en surface S'avére trop élevée, les
cyanobactéries possédent des vésicules gazeuses ajustant ainsi leur position dans la colonne
d’eau (Antonie, 2009).



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Synthése ﬁﬁ[ﬁgfapﬁ@w

¢ Tempérafure

Bien que la température optimales de prolifération des cyanobactéries se situe
généralement entre 20 et 25 °C [eur taux de croissance peut augmenter jusqu’s 35 °C, il est
souvent fait référence & une saisennalité caractéristique des prolifération dans les tégions
tempérées la période de mai-a septembre ¢étant considérée comime la plus favorable au
développement des cyanobactérie, cependant un phénoméne récent est & noter © dans certains
sites, des cyanobactérie peuvent encore étre observées en quantité imporiante en automne &t
parfois méme pendant la période hivernale |

Différentes genres de cyanobactéries tolerent des températures minimales différentes
Ainsi certaines cyanobactéries peuvent croitte dans des milieux ou la température est de
PPordre de 10°C (Ibrahim e @f., 2010).

o Le pH du milieu

Les cyanobactéries proliferent plutét dans les milieux alcalins de pH compris entre 6 et

9, (Ibrahim eral., 2010).
v La turbidité

Ta turhidité qni set la rédnetion de la transparence d°un liquide due & la présence de
matiéres non dissoutes présente elle aussi un facteur limitant de cette prolifération
microbienne. Le rejet des substances mutritives inorganique, provenant de stations J*¢puration

d’eaux usées municipales ou d'activités agricoles, est susceptible de favorises la prolifération

des algues microscopiques et celle des cyanobacténes.

% Circulation d’eau faible
(Eau calme, peu de ventée) en raison d’un temps de division relativement long, les
efflorescences de cyanobactérie nie peuvent se produire que dans des milieux ou le temps de
s€jour de "eau est long (Antonie, 2009).
i1. Conséquences de la prolifération des cyanobactéries
Line coloration inhabituelle de I'eau qui dépendra des pigments majorifairement
présents dans I’espéce dominante avec un dégagement olfactif important.

Une perturbation de 1*écosystéme & plusieurs niveaus :

“+ Désequilibre entre les différentes communautés de phytoplancton.
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% Mortalité des poissons & cause de leur foxine, de la diminution en oxygene du milieu et
de la hausse du pH. Ces mémes toxines sont responsables de la mortalité d°oiseaux et
d*animaux domestiques ou sauvages par abrenvement dans une eau contaminée ou
par consommation d’aliments contaminds (moliusques, poissons) (Anenyme 3),

Ces proliférations ont également un impact sur la santé humaine. En effet, une exposition
aux efflorescences de cyanobactéries peut entrainer des toubles cutanés ou des mugueuses et
un risque sanitaire important en cas d’ingestion, inhalation ou exposition par dialyse aux
toxines. Ainsi il a £¢ déerit ;

> Des cas de gastroemérites, affections hépatiques, des troubles rénaux et une
augmentation de D'incidence de cancérs colorectaux et hépatiques lors d’une
exposition par I"eau de boisson.

> Des cas d’éruption cutanée, d’allergies, de nausées, vomissements, diarrhées, de
douleurs musculaires, maux de téte, pneumonie e conjonctivites lors d une

exposition 4 I’occasion de baignades ou d’activités nautiques (Anonyme 3).
Enfin, ces proliférations entrainent des difficultés dans le traitement de potabilisation

de I’eau contaminée (colmatage des filtres, élimination des toxines).

12. Toxicité des eyanobactéries
12.1. Les espéces toxiques

Au moins 46 especes ont ét¢ montrées pour causer des effets toxiques chez les
vertébrés (Anonyme 9),

Les cyanobactéries toxiques les plus fréquents en eau douce sont Microeystis sp,
Cylindrospermopsis  vaciborskii, Planktothrix rubescens, Anabuena  sp, Lyngbya sp,

Aphanizomenon sp, certains sp Oscillatoria (tab.3) (Anonyme 19).

Microcystis aeruginosa

Ces cellules (colanies) sont soif sphérique. lobé. obu une masse réticulée vaste, Les
colonies en suspension apparaissent souvent comme des petits blen-vert “caillots”. Les
cellules individuelles sont trés petites (3-5 pm de diametre). Les akinétes et hétérocystes sont
absents (fig. 14), (Anonyme 4).
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Figure 14 : Photographie de Micraeystis agtuginosa (Anonyme 25)

Cylindrospermaopsis raciborskii

r Les cellules de Cylindrospermopsis raciborskii sont trés petites en comparaison avec
e d'autres algues. Les Filaments sont généralement de 2 & 3 pum de Jarge et sont de longueur
™ varigble (10 - 120 p m de long) et sont soit linéaire ou enroulé et composée de cellules

. rectangulaires avec hétérocystes basales.

B 11 produit une teinte brune & l'eau qui ne peut pas étre aisément distinguées des
' sediments en suspension ou d'autres types d'algues. Une autre difficulté dans l'observation
: de cette espece dans un lac ou un étang est qu'il o'y a pas de goiit ou d'odeur associée &
: Cylindrospermaopsis ou de ses toxines (fig.15), (Anonyme 4).

' Planktothrix
Plankiorkrix pousse généralement sous forme de filaments rectilignes et solitaire, Ce
genre n'a pas une enveloppe mucilagineuse et se développe le plus souvent sans une gaine
Les cellules cylindrigues sont [égérement resserrées a des murs de refend, et leur diameétre
varie de cellule de 3,52 10 um (fig.16), (Anonyme 4).
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Figure 16: Photographic du Plankiothrix (Anonyme 5)

Les cellules sonf fixées pour former des filaments non ramifiés (comme un collier de

perles) qui peuvent éfre tordus et enroulés de fagon aléatoire, parfois comme des ressorts, ou
enchevétré avee de nombreux autres filaments. Les cellules végétatives peavent étre
sphériques ou oblongues (4 4 14 i m de diamétre, 6 4 12 p m de long) avec un contenu

Deux types de cellules spécialisées peuvent étre présents en nombre différents dans
un filament de cellules végématives Len akindtes sont plus grandes que les cellulea
véglatives ¢l peul apparaitie sphénique dé 6 4 13 pm de diameétre, de 20 & 50 pm de long).
Les hétérocystes sont un peu sphérique de 7 4 9 pm de diamétre, 6 & 10 pum de Jong),

(fig.17) (Anonyme 4),

SR | i)
o i | =t SR

Figure 17 : Photographie d'4nabaena sp(Anonyme 1)
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Lyngbya sp
Des filaments non ramifiés, droits, courbés, Spirales ou réguliers. En général, ils
forment de grands fapis de couches d'épaisseur variée. Les trichomes sont la plupart du
temps arrondi ou conique au Sommet Une gaine cabinet définitive mucilage est
caractéristique et est toujours présente, qui permet de distinguer ce genre d'Qseillatoria.

La mugueuse est parfois stratifiée, mince ou épaisse, incolore, 1égérement rouge, ou

jaune-brun (fig.18) (Anonyme 4).

Figuel8 . Phologiaphie du Lyngbya sp (Anonyme 25)

Aphanizomeron flos-aquae

Ces cellules s'unissent pour former une figne droite, le filament est non ramifi¢, qui
se refrécit icgérement vers les denx extrémités. Les filamenis sont généralement regroupes
pour former un faisceau de filaments paralléles (ressemblant & une botte de paille) qui est
flottante.

Les akinctes sont de 8 um de diamétre, et 60 & 75 pm de long) et situé prés du
centre d'un filament, les hétérocystes sont oblongues cylindrique (7 u m de diamétre, de
12 @ 20 p m de long) et situé dans la région médiane, mais non adjacent & l'akdinéte.
Akinetes et/ ou hétérocystes peut &tre absent 4 certains moments (fig.19) (Anonyme 4).
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Figure19: Photographie Aphanizamenai flos-aguae (Anonyme 26)
Oscillatoria sp

Les cellules d*Oscillatoria sp sont attachés pour former de longues, droites, non
ramifiées filaments qui peuvent &tre intriqués pour former une masse sur des substrats ou se
trouvent parfois flottant.

Les filaments sont droits sur toute leur longueur, sauf pour un faible possible
s'effilant dans les derniéres cellules peu prés du sommet,

La aille de la cellule est trés variable entre les espéces. Les ceilules peuvent étre
fortement comprecedes ek unes cone les aulven dommnl 'uopoviwn do "prcees de
monnaic empilées” ou présentent une petite échancrure 4 la jonetion de cellule & cellule.

Ce penre n'a pas d'akinétes ou des héiérocystes. Les filaments présentent

couramment oseillants, sporadiques mouvements de flexion ou de glisser sous le

microscope, en particulier prés des exirémiiés antérieares (fig.20) (Anonyme 4).

Figure 20: Photographie d"Oscillatorig sp (Anonyme 24)
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Tableaw 3: Liste non exhaustive des espéces de cyanobactéries potentiellement toxiques et

des toxines ayant déja  été associées & ces espéces en France ou hors de France (N.1.=

toxine présénte mais non identifiée). Les espiees ayant déja &té observées en France

apparaissent en caractéres gras (Boussadia, 2008)

Cyanobactéries toxiques Toxines

Anabaena affinis N.I

Arabaena cirvcinalis Anatoxine-a,Saxitoxines Microcystines
Anabeana flos aquae Anatoxing (-a,a-(s),-b,-b(s).-c,-d),microcystines

Anabeana hassalii

N.I

Anabeann lemmerman

Microcystines, Anafoxine-a(s)

Anbaena plancionica Anatoxine-a
Anabaena spiroides Anatoxine-a, Microcystinies
Anabaena sp Anatoxine-a

Aphanizomenon flos aguae

| Anatoxine-a, Saxitoxines

| Cylmdrospermum sp

Aphanizomenon ovalisporum Cylindrospermopsine
Aphanizomenon sp Cylindrospermopsine
Coclosphaerium naegelianum Hepatotoxines,
Cylindrospermopsis raciborskii | Cylindrospermopsine
( Anatoxine-a

Lyngbya gracilis

| Lyngbyatoxines-a

Gomphasphaeria naegelianim

Lynghya wollei  Saxitoxings
Micracystis auruginosa Microcystines
Microeystis botrys Migrocystines

Microcysizs flos-aquac Muicrocystines
Microcysils panniformis Misracystings
Cyanobactéries toxiques Toxines
Microcystis toxica N.I
Microcystis viridis Microcystines ;microviridine
Microcystis wesenbergii Microcystines
Microcystis sp Anatoxine-a
Nostoc sp Microcystines
Oscéllatoria formosa Homoanatoxine-a
Oscillatorialimosa Microcystines
Oscillatoria tenuis Migrocystines
Oscillatoria nigroviridis Oscillatoxines-a

 Oscillatoria sp Anatoxine-a
Phormiduin: favosum Anatoxine-a
Planktothrix agardhii Microcystines
Planktothrix mougeotii Microcystines
Plankiothrix rubescens Microcystines
Planktothrix sp Anatoxine-a
Cyanaobactéries toxigues Toxines
Pseudanabuena sp | Neurptoxine
Synechococcus sp N.I

| Woronichinia nacgelina anciennement Anatoxine-a
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12.2. Les eyanotoxines

Les cyanobactéries se révélent &tre une source dun grand nambre de mouveaus
composés organiques avec I'activité biologique. Parmi les nombreux composes frouvés et
caractérisé 4 ce jour, beancoup sont foxiques et oni €1¢ Ia cause présumée du déeés chez les

humains (Anonvine 4).

Les cyanotoxines sont des molécules intracellulaires, de structures variées. Elles sont
synthétisées par des cyanobaciéries en phase de croissance et se retrouveni dans I'eau i
Poccasion de la sénescence de la mort ou de la lyse cellulaire. Une méme toxine peut étre
produite par des espéces différentes et une méme espéee peut produire des toxines différentes.

De plus la quantité de toxines produite est trés variable au sein d'une espéce et est

fonction des conditions environnementales ( Anonyme 3),

12.2.1. Factenrs influencant la production des toxines
Parmi les facteurs qui influencent la production des cyanotoxines on pent citer :

+ Lacroissance cellnlaive 1l semhle qnil y ait une corrélation linéaire entre le towx do
thvision wellnlaine @l la conceniradon  {ntracellulaire en microcysting chez Ad
weraginosu. Le acde micioeysting seraft maximal durant la phase exponentielle de
croissance et diminuerait 4 la fin de celle-ci (Lavoie ¢/ af,, 2007).

» Llintensité luminewse 1! existe une comrélation positive entre la lumiére et la
production de toxine. Tant que la lumiére n'est pas en excés, elle stimule la
croissance et donc la production de toxines jusqu'd un certain niveau d*éclairement.
En effet, lorsque la lumidre devient en excés cetie production diminue. Une
augmentation de 1”intensité lumineuse peut également induire des changemenits dans
la composition des microcystines. Afnsi il a été¢ démontré que la variante la plus
toxique (MC-LR) était produite en plus grande quantité par Plankiothrix agardhii
sous de fortes intensités lumineuses. Ces résultats pourraient Stre expliqués par le Fait
que la lumiére controle la transcription du géne mey, responsable de la production de
toxines (Msagati et al., 2006):
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« Les nutriments Le contenu cellulaire en microcystine serait plus fortement corrélé &
la quantité d’azote total que de phosphore total. Une augmentation d’azote entraine
une augmentation de la concentration en microcysting ainsi gu'une angmentation du
nombre de cyanobactéries toxiques. Le phosphore aurait done une influence
négligeable sur le controle des microcystines par les cellules (Anonyme 3).

» Effet du zooplancton [l a &€ observé une augmentation de la production de
microcystine par Microcystis lors d’une exposition directe au zooplancton (Lavoie ef
al.. 2007).

s Température La température optimale de production de toxines s*étend de 15 a 25
°C, selon les espéces, Par exemple 4 des températures inférieures a 25°C, Anabaena
sp. produit de la microcystine LR plutdt que de la microcystine RR, qui est
préférenticllement produite 4 des températures supérieures (Anonyme 3).

12.2.2 Classification des toxines

Les anndhaCtéﬁe—s peuvent produire plusieurs types de toxines, ces toxines recouvert

une grande variéte de structures chimigues et de mécanismes de toxiciiés (Antonie, 2009),

Elles sont classées selon leur structure chimique en trois familles (les peptides
cycliques, les alcaloides ¢t les lipopolysaceharides) ou selon leur mode 4 action comme suit :
les hepatatoxines (agissant sur le foie). les néurotoxines (agissant sur le systéme nerveunx) et

les dermatotoxines (agissant sur la peau), (Bertrand ,2005).

# Les hépatotoxines

Ce sont les toxines de cyanobactéries qui sont le plus fréquemment rencontrées lors de
proliférations. Elles sont impliquées dans de nombreux épisodes d'intoxication. Chez les
vertéhrés, I"organe cible est essenticllement le foie (Anonyime 4). On distingue 3 grandes

familles qui sont:

+ Microcystines

Les microcystines est une hépatotoxine produite par un ceriain nombre de genres de
cyanobactéries, le plus notable est le Microcystis répandue 4 partir de Jagquelle les toxines
tirent e nom. Les Microcystines ont &té rapportées dans cet organisme dans le monde entier.

11 ya eu environ 60 microcystines différentes identifiges 4 ce jour.
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Ces toxines se composent d'an anneau de peptide de sept chainons, qui est composé de
cing membres non-acides aminés des protéines et de deux acides aminés des protéines. Ce
sont ces deux acides aminés des protéines qui permettent de distinguer les uns des autres
microcystines, tandis gue les autres acides aminés sont plus ou moins constants entre
microgystines variante. Chaque microcystine est désigner d'un nom en fonetion de la vanable

d'acides aminés qui compléte leur structure.

La plus couranfe el puissamment toxiques microcystine-LR contient les acides

aminés . leucine (L) et l'arginine (R) dans ces positions variables.

Ci-dessous la structure générale des microcystines montrant les positions des acides
aminés variables "X" et "Z". Les acides amings sont définis dans ce schéma ef numérotées

selon la nomenclature microcystine standard. (fig.21) (Anonyme 9).

Figure 21: Structure chimique de microcystine (Anonyme 9)

¢ Nodularine

La structure de nodularing est lige & la puissante hépatotoxine heptapeptide cyclique, la
microcystines mais, composé de seulement 5 acides aminés dans le cyele peptidigue.

Non seulement la structure de ces deux toxines de cyanobacléries sont similaires,
mais ¢lles montrent toutes deux le méme effet hépatotoxique par Ja puissante inhibition de

protéines phosphatases (fig.22) (Anonyme 9).
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Figure 22; Structure chimique de nodularine (Anonyme 9

% Cylindrospermopsine

Bien que dderit a Torigine du Cylindraspermopsis raciborskii, cylindrospermopsine
peut Etre trouve aussi dans dphaizamenon ovalisporurn, La toxine est un alcaloide cyclique
et, comme les microcystings. affecte principalement le foie, bien que les causes des

dommages considérables & d'autres organes majenrs (fig.23) (Anonyme 9).

~YLINDROSPERNOPSIN

Figure 23: Structure chimique de eylindrospermopsine (Anonyme 9)

-~ Mécanisme de toxicité

La toxicité des hépatotoxines peut s’expliquer selon le mécanisme suivant :
Les microcystines ef la podularine une fois ingerées se refronvent conceéntrées dans les

hépatocytes par un mécanisme de transport d"anions organiques conme les acides biliaires.

En effet les microcystines possedent des propriétés physico-chimiques peu favorables
a la diffusion passive & travers les membranes cellulaires, celle-ci &tant possible mais assez

faible. Apres une administration orale. [’absorption des microcystines se fait surtout au niveau
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de I"iléon, partie du tube digestif riche en transporteurs d’anions organiques.

Une fois dans la cellule les hépatotoxines se lient aux protéines phosphatases 1 et 2a
entrainant leur inhibition. La fixation des microcystines sur les protéines phosphatases se fait
en 2 étapes. Tout d’abord il y a formation d”interactions de faible énergie type Van der Waals
et électrostatiques ce qui permet un rapprochement enfre ’acide aminé Mdha
(méthyldéhydro-alanine) de la toxine et la cystéine 273 de la PP1 ou 266 de PP2A. Ceux-ci
vont alors réagir et former une lisison covalente. Suite & cette linison ’acide aminé Adda
(acide 3-amino-9-méthoxy-2-6,8-triméthyl-10-phényldéca-4,6-dinéoique) se retrouve dans un
sillon hydrophobe de la partie catalytique de I'enzyme de qui entraine son inactivation
(fig.24).

- &
- | R

Figure 24: Fixation de la microcysting LR sur la protéine

phosphatase (Anonyme 1)

Les conséquences de cette inhibition sont nombreuses, car les PPl & PP2A
déphosphorylent des résidus sérine ou thréonine de nonmibreuses protéines dent actine et la
cytokératine, protéines du cytosquelette de la cellule. L hyperphosphorylation des protéines
celiufaires entraing done Ia désorganisation du cytosquelette et la disparition des jonctions

cellulaires ce qui se traduit au niveau macroscopique par -

« La destruction progressive de la strueture des hépatocytes et du parenchyme hépatique
conduisant a la nécrose

» Des hémorragies (Anonyme 9)
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# Neargtoxines

Les meurotoxines sont lun des composés les plus toxiques produit par les
cyanobactéries.
Les espéces productrices sont Anabaena , Aphanizomenan . Nostoc et Oscillatoria.
Ces toxines agissent sur le systeme nerveux et paralysent les muscles respiratoires.
A Theure actuelle, trols groupes de neurotoxines ont ét¢ bien décrite: 'anatoxine-a,

l'anatoxine-a (), Ja saxitoxine (Anonymel0). On distingue 2 grandes familles qui sont

< Les anatoxines
Un groupe dalcaloides neurotoxiques produits par un cerfain nombre de genres de
cyanobactéries dont Anabaena, Oscillatoria et Aphanizomenon. La toxicité de ces composés
(DL sqy varie de 20 mg kg’ (poids. souris TP) pour I'anatoxine-a (§) a 200-250 mg kg™

(fig.25) (Anonyme 10).

ANATOXIN-A FIOM) ARER TN &

ANS TOBTN-AS)

Figure 25: Structure chimique des anatoxines (Anonyme 9)
% Saxitoxines
Des alcaloides neurotoxiques également counue sous le nom de la PSP (poisons
crustaces paralytique) en raison de leur présence et leur association avec des fruits de mer, Ils
bloquent les camaux sodium dans les cellules nerveuses, ce qui  cause des effets
neurotoxiques. Il ya un cerfain nombre de varantes STX généralement divisés en groupes
selon leur structure ou organisme d'origine. La seule sulfatées STX sont comus comime
gonyautoxines (GTX) et le doublement sulfatées STX sont connus comme C-toxines. Il ya
aussi decarbamyl STX (deSTX) et un groupe de variantes STX, jusqu'a présent trouyé

seulement dans Lynghya wollei, connu sous le nom Lyngbya-wollei-toxines (LWTX).
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Les STX (fig: 26) sont hautement toxiques avec LD 50 's aussi bas que 10 mg kg™ (ip)

chez la souris (Anonyme 4).

SEXITOXIN - GENERAL STRUCTURE

Figure 26: Structure chimique de saxitoxin (Anonyme 9)

- Mécanisme de toxicité

Les neurotoxines ciblent la jonction peuromusculaire avec un mode d action
specifique & chaque famille. Lanatoxine 2 est un agoniste des récepteurs 3 ’acétylcholine,
L acétylcholine étant le neurotransmetfeur principal de la jonction mneuromusculaire,
I"anatoxine entraine donc une dépolarisation de la jonction neuromusculsire qui se traduit par
des fasciculations musculaires, des convulsions et ["apparifion d'one détresse respiratnire
L acétylcholine intervieni ¢galement dans la transmission de 'influx nerveux aw niveau de
synapses du systéme nerveux central et périphérigue. Elle subit normalement une dégradation
permanente par I'acétylcholinestérase qui ne peut en revanche dégrader ['anatoxine a,
entrainant alors son accumulation, Ceci a pour conséquence I'apparition d’un syndrome
cholinergique et en particulier des troubles psychiques, une faiblesse musculaire et une

activité sécrétoire excessive.

L’anatoxine a(s) quant 4 elle inhibe spécifiquement [’acétylcholinestérase.
L acétyicholine n'est alors plus suffisamment dégradée. Elle s’accumule et provogue une
stimulation excessive des récepteurs cholinergiques. Les effets induits soni similaires 4 ceux
qui sont observés avec ['anatoxine 4 (syndrome cholinergique) L’anatoxine a(s) est

cependant dix fois phus toxigue pour 'animal que I"anatoxine a.
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Les anatoxines n'oni pas mont€ d'effel embryotoxique lors d'éfude sur Ia
reproduction excepté aux doses entrainant une toxicité sévére chez la meére (retard de

croissance ef malformations).

Pour ce qui est des saxitoxines, celles-ci inhibent la tramsmission nerveuse en
bloquant les canaux sodiques. Ce qui a pour conséquences un syndrome PSP (Paralytic
Shellfish Poison). Les symptomes observés chez un animal intoxiqué sont des tremblements,

une suffocation, des convulsions et un opisthotonos (Anonyme 4).

» Dermatotoxines
Les dermatoioxines, toxines les moins étudies &4 ce jour, sont également des
alcaloides. Dans ce groupe, les lyngbyatoxines-a et aplysiatoxines peuvent occasionner des
dermatites par imitation cutande, oculaire et respiratoire, landis gue dautres toxines
(debromoaplysiatoxines et aplysiatoxines) sont potenticllement promotrices de fumeurs, les
dermatotoxines n’ont été détectées qu’en milien marin (Ibrahim er &/ ., 2010).
Elles sont produites par Lynghya, Oscillatoria et Schizothrix . On distingue 2 grandes

familles qui sont :

% Lynghyatoxine
Cette toxine alcaloide indole est produite par Lynghbye majuscula La toxing est irés
inflammatoire et vesicatoire. C'est I'agent causal de la dermatite, aussi un promoteur de

tumeur suite & l'activation de la protéine kinase C (fig.27) (Anonyme 4)

Figure 27: Structure chimique de Lyngbyatoxine (Anonyme 9)

i
=)
S| |
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% Aplysiatoxines

Produites par les cyanobactéres marines telles gue Zyngbyn, ces toxines sont
généralement connues pour leur activitd inflammatoire de la peau. Ils sont également de
puissants promoteurs de tumeurs. Aplysiatoxines et debromoaplysiatoxines ont été trouvés
associés 4 des espéces filamenteuses de cyanobaciéries dont Schizothrix caleicola et

Oscillatoria nigroviridis (fig 28) (Anonyme 5).

UEBRUMDAFL YSIA, I

Figure 28: Structure chimique d*Aplysiatoxines (Anonyme 9)

12.3. La gestion du vlegne sanitalre : les seulls d'alerte

La toxicité des cyvanobactéries n'est pas svstématique mais ['éventualité doit étre

envisagée et la recherche de toxines est donc nécessaire, dans certaines conditions.

1l n'existe pas actuellement de normes sanitaires réglementaires francaise ou
europeéenne powr les eaux de baignade et de loisirs concerant la présence de cyanobactéries
ou de leurs toxines. BEn 1999, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) a émis des
recommandations de seuils d'alerte pour les eaux de baignade et des zones de loisirs

nautiques, s'appuyant sur 2 parametres (fig.29) :

+ le nombre de cyanobactéries et la concentration en toxing ;

= les concentrations en chlorophylle & (Anonyme 4).
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Figure 29 : La recommandation de l'organisation mondials de santé pour les seuils d'alerte
(brient er.al., 2001)

12.4, Méthodes de détection des toxines de cyanobactéries
% Meéthodes physico-chimiques

Les méthodes chromatographiques sont incontournables pour la séparation des toxines
dans un extrait naturel, lewr application aux microcystines et nodularines dans des buts
analytiques et préparatifs. La chromatographie sur couche mince fut la premiére employée
mais reste qualitative surtout quand on ne dispose pas des standard la chromatographie en
phase pazeuse (CPG) est peu adaptée-a ["analyse des microcystines pou volatiles et nécessite

des réactions de dérivation pour les autres toxines .Cependant, son couplage aisé avec la

spectrophotométrie de masse en fait un outil performant.

L’analyse par chromatographie en phase liguide est de loin la méthode prédominante,
surtout & I'heure actuelle ou le couplage avec la spectrophotométrie de masse devient
accessible 4 de nombreux laboratoires pour des analyses de routine.

L*électrophorése capillaire couplée & la détection UV a barrette de diodes ou 4 Ia

spectrophotométrie de masse a éié appliquée a 1"analyse des microcystines et des saxitoxines

ont-montre que ¢lectrophorése capillaire couplée a la spectrophotométrie de masse en tandem

et permettrait d’identifier les isomiéres de position des microcyctines plus facilement que la
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CPL. Cependant malgré ses bonnes performances et son potentiel, il faul noter que cetie
méthode reste encore au stade de développement pour 'analyse des toxines, en comparaison

avec les techniques de CPL (Frémy et lassus, 2001).

< Les méthodes Biologiques, biochimiguoes et immunologiques
Plusieurs méthodes biologiques peuvent €tre envisagées, basées sur la potentielle
bioactivité des toxines, telles que "hépatotoxicité, la neurotoxicité, la cytotoxicité, l'activité

enzymatique et les interactions immunologiques (Frémy et lassus, 2001).

e [Essai biolegigue

Cependant, depuis de nombreuses annees, le seul essai biologique sur souris a été
utilisé pour déterminer Ia toxicité des floraisons,

Bien que ce bio- essai  fournisse une mesure de la toxicité totale (réponse) en
quelques heures, 1l est généralement pas trés sensible ou spécifique. Les efforts de recherche
considérables ont été accomplis de trouver des méthodes appropriées de substitution a 'essai
biolegique sur souris comme un test de coutréle de routine pour les cyanotoxines, Toutefois,
aucune methode unique n'est actuellement disponible pour remplacer la souris pour la
validation de détection de tous les cyanotoxines en utilisant un seul essai, et plus loin et de
comparaison des méthodes est nécessaire avant que des recommandations générales relatives

a leur application ne peut étre donné (Anonvme 11).

o Immunoessais (tesis ELISA)

Ces tests sont basés sur une reconnaissance antigéne- anticorps, 1 antigéne étant la ou
les molécules a détecter (Frémy et lassus, 2001). Des anticorps dirigés contre les
microcystines et les saxitoxines ont été développées et les résultats montrent une bonne
corrélation avec les méthodes traditionnelles danalyse telles que V’HPLC. Comme les
toxines de cvanobactéries ont un poids moléculaire inférieur 4 environ 1000 Daltons, ces
composes sont connus comme des hapténes, en ¢e qu'ils sont incapables dinvoguer une
réponse immunitaire. 11 est nécessaire de lier ces hapténes a des molécules plus grosses pour
faire un complexe qui invoquent une réponse immunitaire & produire des anticorps
spécifiques contre ces composés et également de réduire considérablement leur toxicité avant

la vaceination,
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La réactivité croisée des toxines connues cyanobaciéries avec des anti-cyanobactéries
anticorps toxine a €t¢ montré 4 varier, dépendant de la variante de toxine testés, avee des
différences potentiellement large dans le degré de détection entre les variantes.

Cependant, bien qu'immunoessais offrent le potentiel de la haute spécificité et la
sensibilité ¢f la nature de la réaction est basée sur la reconnaissance structurelle, une
Inconvénient est qu'ils ne fournissent pas une indication directe de la foxicité d'un

Echantillons de cyanobaciéries ou de I'ean (Anonyme 12).

= Antioxydants enzymatigue :

Un certain nombre de substances s'opposent a la propagation des réactions
radicalaires, {rés souveni en formamt & partir dun radical frés réactif un autre radical
beaucoup meins réactif On les appelle antioxydants ( Anonyme 17).

Le glutathion

Le glutathion est une petite molécule se trouve tout d’abord dans le foie, 'organe
responsable de 1'élimination des substances foxiques. puis dans les reins, le pancréas, le
cerveau et le cristallin de Ieeil, ces molécule présente presque dans chaque celiule du corps.
Il est synrhetise dans |'organisme 4 partir de wols acldes amings © la glutamine, la glycine et la
cystéine, Cetle derniére contient du soulre qui donne a la molécule de glutathion son « activité
biochimique ». Le glutathion est le thiol (acide aminé contenant du soufre) le plus important

dans les organismes vivants.

Dans T'alimentation, le glutathion est présent dans les fruits et legumes, ies poissons et

les viandes. Les asperges, 'avocat, et les noix en sont de bonnes sources.

Sans le glutathion, nos cellules seraient désintégrées sous I"action d’une oxydation non
maitrisée, notre organisme peinerait a résister a ’attaque des bactéries, des virus ou du cancer
et nofre foie mourraii d’une accumulation de toxines (Anonyme 15).

1 existe deux formes qui sont:
Le glutathion réduit (GSH)

Est une meolécule twes active. Il pigge les substances toxiques, provoque leur
transformation, puis les élimine par les voies naturelles (bile ou urine). Lors de son aection
purifiante, le glutathion réduit se convertit en glutathion oxydée. 11 doit &ire ensuite régéneré

I
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plus rapidement possible grice & Uintervention d'une enzyme spécifique (glutathion
réductase). La répétition constante de ce cycle joue un role primordial dans notre organisme.
Certains suppléments peuvent accélérer ce processus e rehausser natwrellement les niveaux
sanguins de glutathion. Par exemple, Ia vitamine C, la N-acétylcystéine, Ja méthionine, le
sélenium et le zine participent ¢troifement a sa fabrication et sa régénération (Anonyme 15).

Clotatkion S-Transférase
Les glutathion S-transférases (GSTs) sont une superfamille d'enzymes catalysant la
conjugaison entre le glutathion réduit et des xénobiotiques électrophiles (Anonyme 15).

Les glutathion S-transférases constituent une famille de protéines jouant un réle clé
dans Ja détoxification de plusieurs composés hydrophobes et électrophiles endogénes. Tous
les eucaryotes expriment plusieurs isoenzymes cyiosoliques et membranaires. FElles
constituent des enzymes métaboliques de phase II. puisqu’elles catalysent la conjugaison de
leurs substrats, et particuliérement les hydrocarbones aromafiques polycycliques (HAP), & un
groupement glutathion réduit menant 4 la formation de métabolites hydrophiles excrétables
Cette réaction de " détoxification " sert 4 la protection des celliles conire les agents
cytotoxiques, différents polluants environnementaux, les produits du stress oxydatif et divers
carcinogénes. In vivo, los groupes réactrfs de Uoxygéne ougeactive oxypen species — ROS -
constitueraient les principaux inducteurs de ces enzymes. Toutefois, il est rapporté dans
certains ¢as que la conjugaison au groupe glutathion peut entrainer la formation de produits
intermédiaires réactifs (Anonyme 14),

Catalase

La catalase (CAT), une enzyme ubiquitaire tétramérique encadée sur le locus 11pi3,
est un important fetsur antioxydant de I'organisme humain ¢t se retrouve en abondance dans
le foie, les reins et les érythrocytes. Elle catalyse la réaction de réduction de la molécule de
peroxyde d’hydrogéne (H:0:) en molécules d”oxygeéne (Oy) et d’eau (H;0), Elle permes donc
de limiter 1'effet délétére du HoO; (my important groupe réactif de 'oxygéne associé aux
maladies dégénératives et au vieillissement) dans I'endothélium vasculaire. Sur ce point, la
catalase, de concert avec les enzymes superoxydes dismutases et glutathion peroxydases,
constitue donc la premiére ligne de défense de I"organisme face au stress oxydatif (Anonyme
14),
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Clrapitie £l Matériels et Méthiodes

1. Description de la zone d’étude
1.1, Situation géographique

Le barrage: Debagh, est situé dans la Wilaya de Guelma 4 25 km & 'Quest

Commune de Bouhamdane, accupant une superficie totale de 700 heotarcs. 1l est alimenté
principalement par Oued Bouhamdane (fig.30) (ANB),

1 Plou ate Coma b
Feofets Hygsacaley
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Figure30: Situation du barrage Hammam Debagh (ANB, 2008)

Ses coordonnées géographiques (fig.31)sont :
Latitude : 36° 27'N
Longitude : 7° 14'E

Elévation : 4183 1m
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1.2, Caractéristiques de barrage Bovhamdane

Les principales caractéristiques de barrage Bouhamdane sont téprésentées dans le

tableau suivant (Tab.4) (ANB),
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Tableau 4 : Principales caractéristiques du barrage Bouhamdane (ANB ).

. } Début du travaux

I Dctobre 1980 o |

[ Achévement du fravaux

| Decembre 1987 |

' Effluents } OuedBouhamdane

’ Type l En terre avec noyau central _
Capacitéhydrique 200 hn’(1988) 184,347 hm’(2004)
Volume regularize Apres levee bathymétrique )

Superficies du bassin versant 1070 Km> ) ;
Apportanmuelmoyen [ 63 hm'
. Profondeurmaximale (93 m

Hauteur de l'eau

| Maximal : 60m —minimal’ 5m

- Envasementrnoyénannuel

| 0,53 hm’

Sources d'approvisionnement en eau

‘ Oued Bouhamdane et s'affluents

J Longuenr en créte I‘ 340 m

| Largeur en créte 9m -
’ Volume de la digue - 6500000 m" -]
| Largeur 2 la base 516 m

] Longueur de conrennement 430 m

| Excavations 1.700.000 m’

| Coffrages 7 [ 130,000 m’

| Remblais 6.500.000 m

| Acters [ 6.000 T

l Béton N | 198.000 m* .
 Forages et injections [390 R
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1.3. Rdle du barrage
Le plan de |'eau du barrage de Bouhamdane est un grand lac ayant son réle a jouer
dans le souci de sauvegarder I'environnement, en plus de finalités pour lesquelles il a été

construit a [Foriging, 4 SaVoir

e Lalimentation en ean potable d™une pariie de Iz population de la wilaya, dont les
communes de Guelma : Hammam Debagh. Mdjez Amar, Ain Hssainya.

s L’ auvrage contribue a I'irrigation d'une superficie de plus de 9.500 hectares de terres
du périmetre agricole Guelma-Bouchegouf {Lassoned et Tonhami ,2008),

1.4. Apercu géologiynes

La région de Hammam Debagh appartient aux nappes épi telliennes qui résultent d'une
poussée vers le sud de la chane du Djebel Debagh du Grar et du Kef-Hahouner, ot affleurs
un substratum formé de calcaires Cretacés, Clest sur celui-ci qu'ont €1é Charmiées les nappes
dites telliennes, constituées de marnes noires ou grises infercalées de bancs calcaires
appartenant au Crétace et au Tertiaire.

Une autre nappe dite da Flysch Crétacé, recouvre indifféremment les nappes Telliennes
ou Je crétacé ¢ autochtone ». Elle est composée de schistes noirs et de puissants banes de grés,
localement de poudingues.

Le site du barrage est implaute dans on resserrement de la vallée d'oued Bouhamdane
qui correspond 4 un lambeau de la nappe du Flysch Crétacé, alors que Ia cuvette se développe
dans sa quasi-totalid dans les mames telliennes et le Crétacé autochtene (Chaouch er af.,

2009).

1.5. Réseau hydrographique

Notre source d'approvisionnement en eauy de barrage Hammam Debagh est d'origines
pluviales véhiculées principalement par Oued Bouhamdane et ses affluents, qui sent lui-méme
un affluent pringipal de l'oued Sevbouse (la rencontre de l'oned Bouhamdane avee l'oued
Charef forme la Seybouse) (Chaouch er ¢f., 2009),

1.6. Ciimatologie
Le climat est un facteur abiotique important dans I'étude de la typologic et le
fonctionnement d'un milieu naturel, il nous permet de déterminer les composants ef les

caractéristiques de ce dernier.

LAY
an
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Les caractéristiques climatiques sont prises en considération afin de mieux prendre

connaissance des conditions naturelles de la région d'étude (Fustec et Lefeuvre, 2000),
1.6.1. La température

La température est 1"un des les plus importants de )'étude du climat, slle est a l'arigine du

bon fonctionnement du ¢ycle de I'eau,

Les données récoltées sont représentées dans le tablean 5.

Tableau5 : Variations mensuelles de la température (Mars, Avril). (ANB),

- Temperatures (°C) .
- e |
| Mini | Max | Moy I

|
i N B | 1
| Mars 677 [i838 1257 |

" Avel | 9.36 19,57 1446

1.6.2. La pluyiométrie
Les pxt':cipilatiuns sont un facteur essentiel jouant un réle trds importunt donzg le
conditionnement de I"écoulement saisonnier et par conséquent le régime des cours d'eau ainsi

que celui des nappes aquiféres. C'est un des éléments fondamentaux du bilan hydriques.
Les précipitations enregisires dans la zone d"étude sont représentées dans le tablean 6,

Tablean 6 : Variations mensuelles de la précipitation (Mars, Avril), (ANB).

P’-récip'rtﬁtions (mm)
Mars [ 13,43
Avril ‘ 4,86

1.7. Cadre biotique
Au niveau de barrage Hammam Debagh s'est formé un microclimat avec une faune et
une flore assez abondante. Selon l'administration des forets et la direction de I'environnement

il existe beaucoup d'espéces végétales et animales, on peut citer quelques une :
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o La faune on tfote la présence (ume plétiiore d'oiseaux: la cigogne blanche

F (Ciconiaciconia), le canard colvert (Anas platyrhynchos), la poule dean
(Gallinulachloropus), Theron blanc (Bubulcus ibis), 1'épervier (4dccipiternisus), le
pigeon (Columbacenas), le corbean (Curvuscorax), Ja perdrix (Alecrorisbarbara), le
merle de rocher (Monricolasaxactilis).

¢ Lafaune aquatique la carpe argentée (Hypophthalmichiysmalitris), la carpe a grande
bouche (Aristichthysnobilis). sandre (Stizostedionlucioperca), le barbeau (Barbus,

. Barbus), anguilles européenne (dnguilla anguilla), ableite (Alburnusalbirnus), carpe
hetbivore (Crenopharyngodonidella), carpe commune (Cyprinusecarpia), crabes
(Carcinusmacnas), tortues aquatiques (EmydiraSubglobosa).

= Les reptfiles La coulewvre (Natrixtessellata), la vipére (Viperaursini), le lézard

! (Lacertalepida).

s La flore on peut enregistrer les espéees telles que le pin d'Alep (Pinushalpensis), le
pin maritime (Plnusmaritima), Teucalvptus (Ewcalyprus awstralis), 'oléastre
(Oleariaarborescens); le chéne lisge (Quercus suber), le chéne zen (Quercus
fagmea), le fréne oxyphylle (Fraximusoxvphylla), le peuplier noir (Popidusnigra).
(Lassoued et Touhami 2008),

' 2, Prélévement

Le prélévement d’un échantilion d’eau st ane opération délicate & laquelle le plus
grand soin doit étre-apporté ; il conditionne les résultats analytigues et I'interprétation qui en
sera donnée (Rodier e/ @/, 2009), la raison pour laquelle nous avons insisté sur les points

‘ suivants -

» Les flacons en verredestings 4 la culture des cyanobactéries ont été stérilisés au préalable.
+ Sur chaque flacon des étiquettes comportant la codification suivaate

- Date et heure du prélévement.

- Miotif de la demande d’analyse.

- Nom da point d’eau et localisation,

- Origine de I'eau (source, puits, forage, riviére, lac, barrage, citerne...etc.).
s Leséchantillons sont transportés jusqu’au laboratoire dans une glaciére (ce qui permet une

conservation satisfaisante).
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2.1, Biratégie d’échantillonnage
% Sur tervain

Plusieurs prélévements d’eau & partir du barrage sont effectués le mois de mars 4 [aide d"un
fileta plancton de 20pim de vide de maille muni d*un collecteur (fig, 32). L. opération consiste
a filrer SOL d’eau de surface afin de concentrer la population de cvanobactéries.

Figure 32 : Photographie du filet & plancton (prise le 17 /03 /2012 par Adjeroud).

< Au laboratoire
. Echaatillons pour Iidentification. la moitié du filtrat est transféré dans un flacon
contenant un conservateur (0.5 mi de formaldéhyde 4 37 %) (Brient, 2001 ; Leitdo et
Couts, 2005 : Treyture ¢z al, 2007).

o Echantillon pour I'isolement et la culture des cyanobactéries L auire moitié du filtrat
est transférée dans un flacon en verre stérile, il faudrait fermer rapidement afin d*éviter
toute contamination.

NB : les cyanobactéries, grice a leurs vacuoles gazeuses, se déplacent dans )a colonne d’ean

en fonction de I’éclairement. Au matin, clles recouvrent la surface, et vers midi elles

s’enfoncent légérement en dessous de la surface, de ce fait tous les prélévements ont été

réaliseés dans la matinée (Boussadia ,2008},

Les mesures des tempeéraiures et du pH ainsi que les tensurs en gléments azotés des
eaux du barrage ont été recueillis & partir de la station du traitement des eaux (AD.E -
barrage Buohamdane - Guelma)

NAJ
I
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3. Etude des cyanobactéries

3.1. ldentification des cyanobactéries
La détermination des genres récoltés est réalisée a partir de  lobservation
microscopiques des caraciéres morpho-anatomiques représentant les clés d'identification

universellement aceeptées (Bourrelly, 1985; Bergey, 1994).

< Les principaux critéres retenus sont
» La structure micro-algale (cellulaire ou filamenteuse), ainsi que la coufeur.
¢ La forme de la colonie (trouée, aplatie, lobée, composée de sous-colonies compactes) ou
du trichome.
o Lataille des cellules.
o La présence ou l'absence de: gaine gélatineuse (couleur, aspect et taille), akinétes,

hetéracystes, vacuoles 4 gaz (pseudovacuoles).

3.2. Isolement et culture des cyanobactéries

* Ensemencement
U aliquote de 100p] d*échantilion a A& ensemencé sur miliey BG11 liguide en
triplicata.
Les inocula du milieu liguide ont ét€ cultivés dans des Erlenmeyer.
< Incubation
Les Erlenmeyer ont ét¢ placés sous lumigre continue «cool day - light L36W/7635»
pendant 3 semainesa une distance de 20 om ; la température d’incubation étant de 25°C.
% Lecture
La prolifération des cyanobactéries n'étant pas rapide, Ja lecture s fait aprés 7 jours

3 semaine (Guellati, 2011).

d’incubation jusqu” & Ja
3.3. Dénombrement des ceilules de eyanobactéries :
Le comptage des cyanobactéries est réalise a I'aide de la cellle hématimétrique

« Nageotie ». Il s'agit d'une lame spéciale formée de 40 bandes correspondant 4 une surface

‘donnée et un volume de S0ul.

Le dénombrement des cellules des cyanobactéries présentes sur un certain nombre de
bandes, correspond done & un cerfain volume permet une estimation par millilitre (Briand ef

al.. 2001).
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La méthode consiste

»  Prelever 50ul du sous I'échantillon 4 'aide dune micropipeite.

Prendre ua sous échaantillon de 1ml.

» Injecter I'echantillon sous la lamelle fixée préalablement sur la cellule de
comptage aprés humidification des surfaces rodées
¢ Observation (sous les objectifs: 10x, 40x) ¢i comptage des cyanobactéries
renconirées swr les 20 bandes horizontales de la cellule Nageotte, celte
opération est répétée plusisurs fois (3 & 5 observations).
La détermination de la densité algale de l'échantillon s’cffectue selon la formule

suivanie
[(Moy des cellules dénombrées 120)) x 40
Nombre de cellules /50pl. =
50
Nombre de cellules / 50l

Nomibre de celiules /mi=
v

Moy : la moyenne des celliles dénombrées.

20 : les 20 bandes sur lesquelles on a effectué le dénombremeni.

40 les 40 bandes qui correspondent a la grille de la cellule de comptage.
50 : volume de la cellule de Nageotte (uL.).

V: valume du sous échantillon ( lml).

4. Matériel biologique et conditions d’élevage
Noire ¢tude a ét€ réalisée sur 06 souris (males), adultes, pesant entre (27 et 33g)

provenant de ["instifut Pasteur d* Alger,

Les souris sont élevées dans des cages en plastique grillagées. Ces cages sont
tapissées d"une litiére composée de copeaux de bois (fig.33). Le nettoyage des cages et le
changement de la litiére sont réalisés quotidiennement. Les souris se sont acclimatées aux

conditions de notre animalerie ('animalerie du département de biochimie, université Badji
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Moklitar, Annaba). pendant un mois (Mars, Avril 2012), 4 une température de 27+ 2°¢, une
photoperiode de (12h/ 12h), avee un apport quotidien en cau et nourriture.

R ——

' IHH
it

Figure 33 . Photographie représentant une cage d'élevage des souris | prise le 22/04/2012 par
ferdes).

% Traitement des animaux
Les 06 souris ont été répurtir en 03 lots Egaux (2 souris/lot) (fig.J6).
1ot témoin regoit de I’zau physiologique.
2™ ot; souris traitées par une dose cellulaire de eyanohacténes (50 000 ealinle k)
3% ] ot sourds traitées par unedose cellulaire dé cyanobactéries (200 000 cellule /kg),

Le traitement des souris par les doses choisis (Lance. 2008) est effectué par voie
intrapéritonéale (fig 34) 4 fois par semaine durant une période de 14 jours.

Figure 34: Phatographie représentant la voie d'injection (prise le 30/04/2012 par
chiheb).
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% Prélévements sanguin
Les prélévements sanguins se font par sacrifice 4 la fin du traitement, les échantillons
sanguins sont recueillis dans des tubes héparinés (fig 35), puis centrifugés 4 3000tours / min
pendant {5 min, le plasma obtenu est aliquoté et conservé 4 une température de (-20°C) jusqu
'an moment du dosage.

Figure 35: Photographic représentant la récupération du sang dans un tube héparing
(prise le 07/05/2012 par chiheb);

4 Prélévement des organes

Aprés décapitation et dissection des souris, le foie préleve (fig.36) est maintenu &
(=20°C) pour e dosage du glutathion (GSH).

Figure 36; Photographie représentant le foie mis dans Isau physiclogique (prise le
07/05/2012 par Adejroud).

13
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6 souris répartis en 3 lots

(2 souris / let)
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Figure 37: Schéma récapitulatif du Protocole expérimental
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5. Dosage des paramétres biochimigues

Les pamaméties biochimiques soni dosés au miveau du lsboratoire EMMAL
Ecobiologie des Milicux Marins Aquacoles &t Littoraux (Université Badji - Mohtar
Annaba),selon les fiche techniques suivantes :

5.1. Dosage de urée (kaplan, 1984) selon la fiche technique Spinréact
% Principe
L'urée est hydrolysée 4 I’aide d"enzymes dans 'ammoniaque (NHL et le dioxide de

carbone (CO,).Les ions ammoniacs ainsi formés réagjssent avec du salicylate et

T'hypochlorite (NaCIO), en présence d'un catalyseur nitroprusside, pour former un indophénol

vert: Urée + 1—]70 ——% (NH4+)2 + COZ
NH," + salicylate + NaCIO PIoprieside: | indaphésal

< Echantillon Plasma
% Réactifs utilisés

l Réactilk - | Composition |' Concentration — |
' |
! (R1) Tampon | Phosphate pH 6.7 50 mmol/L- il
r
f I: EDTA | 2 mmol/L |
| Salicylate de sodium ' 400 mmol/L
| | Nitroprusside de sodium | 10 mmol/L. |
r (R2)NaCIO | Hypochlorite de sodium (NaCIQ) | 140 mmol/L |
|
Il'H}ftiTOX_VdE de sodium | 150 mmol/L !
' ' !
[I'—'_'\E""'_mes — ] Urease ' 130000 U/L. l
| | |
| Calibrant i Solution standard d"Urée  50mg/di B |
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<* Préparation de réactif du travail (RT)

Dissoudre un comprimé de R3 dans un flacon de R1. Ce réactif doit rester stable 4

semaines 3 2-8°C ou 7 jours 4 15-25°C.

% Mode opératoire

| | Blanc ': Standard ‘,jEchanﬂllan

| Réactif (ml) N I 1 1

‘Eaalon (u) R ) 'f]o' 7 - |
| Echantillon  (ul) - = o -

On mélange 4 T'aide d*un agitateur et on laisse incuber pendani 5 minutes & 37° C ou

10 minutes  325°C.
Blanc
| |
'R2 (ml) 1 \
I

Standard | Echantillon

1 RE
| |

On meéjange & 1"aide d'un agitateur et on laisse incuber pendant S minutes 4 37" C ou
10 minutes a 25"C puis on lit la densité optiqgue DO & 580 nm coatre le blanc réactif. La

coloration est stable pendant 30 minutes 4 "abri de la lumisre,

%+ Calecul de la concentration

La concentration de I"urée plasmatique est calculée par la formule suivante ;

Do échaniillon

Lirée (mg !/ dly=
ree(mg ! dl) Do étalen

x 50 (concentration de I' exalon)
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5.2. Dosage de la créatinine (Murray, 1984), selon la fiche technique Spinréact

% Echantillon Plasma
% Réactifs utilisés

| Réactif | Composition | Concentration

| (R1) Reéactif picrigue | Acide picrique JW.S mol/L.

i (R2) Réactifalcaline | Hydroxyde de sodium F,ogg mol/L. o
' Calibrant de Créatinine ll Solution standard de créatinine ; 2 mg/dl

%+ Préparation de véactil du travail (RT)
Dissoudre un volume de RI dans un méme volume de R2.
Ce réactif est stabilisé 10 jours & 15-25°C.

%+ Mode opératoire

) Blanc | Standard | Echantillon
ERéa,ctif (ml) "i ] K 1 R
iﬁaio?"tmr—' - - _|10'0 lli
‘Bchanillon b |- P — T/ o

On melange puis on lit la densité optique DO 4 492 nm contre le blanc réactif, (Al)
aprés 30 secondes puis (A2) aprés 90 secondes de ['addifion de sérum .

% Calcul de la concentration
La concentration de la créatinine plasmatique est calculée par la formule suivante :
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Réactif Composition . Concentration

(R Tampen l'TWpH’m | gmmolL
|| L~ Aspartate | 200 mmol/L
|

[(RDSubstrat NADH [0.18 mmoiL

|
|

7 7( lapttre 1 fﬁ Maiénels er Méthodes

ANA échanrtillon — AA blane
AA éralon — AA blanc

Créatinme (mg | dl)= % 2 (eoncentration de [ &alon)

5.3. Dosage de "Aspartate amino transférase (Murray, 1984) selon la fiche

technigue Spinréact.

<+ Principe

L aspartate amino transferase (AST) appelée aussi l'oxaloacétate de glutamate
transférase (GOT) catalyse le wansfert réversible d'un groupe amine & partir de 1'aspartate au
u-cétoghnarate formant [e giatamate et l'oxalacetate. L'oxalaceiate produmit est réduit en malate
par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH (Murray, 1984):

‘ b AST S _
Aspartate + o-cetoglutarate ———— plutamate + oxalacetate

Oxalacetate + NADH + HT M—} Malate + NADT

% FEchantillon Plasma
% Réactils utilisés

i |
' Lactate déshydrogenase (LDH) | 800 U/L
i Malatedéshydrogenase (MDH) | 600 U/L

| a-cétoglutarate |12 mmol/L

% Préparation de réactif du travail (RL)
Dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1. Ce réactif est stabilisé 21 jours &
2-8°C ou 72 heures a 15-25°C.
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<+ Mauade opératoire

| Réactif (ml) ‘ 1 4
I
' Echantillon () 100 '

On mélanger et/ ou incube pendant | minute puis on lit "absorbance (A), la densité
optique DO & 340 nm contre le blanc réactf. Avec trois répétitions (a chaque fois 1 min
&*incubation),

%+ Calcal de la concentration
La concentration d”aspariate amino fransférase plasmatigue est calculée par la formule

suivante :

AST U/L=_AA/min #1750]

5.4, Dosage de I’Alanine amino transférase (Murray,1984) selon la fiche technique
Spinréact

% Principe

Le principe est présenté par le schéma réactionne! suivant

2—oxoglutarate + L —Alanine —T& glutamate + pyruvate

Pyruvate + NADH + H % [ —Lactate + NAD™

Le taux de diminition de la concentration en NADH est directement proportionnel 4
PPactivité de I"alanine amino transférase dans 1'échantillon

% Echantillon Plasma
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Réactifs utilisés
| Réactif o Composition ) ' Concentration
| (R1) Tampon | TRISpH 7.8 100 mmal/L.
|
. L- Alanine | 500 mmel/L
|
; (R2) Substrat i NADH B ' 0.18 mmol/L

Lactate déshydrogenase (LDH) | 1200 U/L

| | .
| Oxaglutarate ! 15 mmol/L
|

< Préparation de réactif de travail (RL)
Dissoudre le contenant de R2 dans le flacon R1. Ce réactif est stable 2 semaines 4 2-
8o

< Mode opératoire

| Réactif (ml) 1
|

Echantillon (ul) 100 |
| o !

Melanger. incuber les tubes préparés pendant une minute 4 température ambiante et
lire I"absorbance (A) 4 340 nm avee trois répétitions (a chaque fois [ min d’incubation).
“# Calcul de la concentration

La concentration d'alanine aminotransférase plasmatique est calculée par la formule

suivante ;

[BLAT U/L=_AA/min <1750]
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3.5. Dosage de la glutathion hépatique (GSH)

< Principe

Le dosage du glutathion est réalisé selon le procédé de Weckbeker er Cory. Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de labsorbance de lacide 2-nitro-S-
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de I'acide 5,5' —dithio-bis-2- nitrobenzoigue
(réactif d'Elleman) par les groupements (-SH) du glutathion. Une fais préparé, omogénat
doif subir une déprotéinisation (par l'acide sulfosalycilique 0.25%) afin de protéger les
groupements ~SH du glutathion.
¢ Echantillon Ie foie
<+ Les réactifs utilisés et leur preparation
* Tampon (Tris-EDTA): ph=9.6

Dissoudre 19.382 g de Tris (0.4) et 2.976g d'EDTA (0.02M) dans 400ml d'ean

e Solution de I'Acide sulfosalysilique 8.25%

Dissoudre 0.063 g de la poudre dans 25 ml d'eau distillée.

e Solution de D'I'NB (D.01 M)
Dissoudre 0:0549 g de la poudre dans 15 ml de méthanol absolu 99%.

s Solution d'EDTA (0.02M)
Dissoudre 2.976 g de la poudre dans 400 ml d'eau distillée.

% Protocoie expérimenial
Les échantillons (200mg de foie de chaque animal) sont mis séparément en présence
de 8 ml de solution d’EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tétra Acétique) & 0.02 M. Le mélange
est mis alors dans des glagons et broyé 4 l'aide d'un pilon en porcelaine.
Une fois prépare, Thomogénat doit subir une déprotéinisation, en prélévant 0.8 ml de
ce dernier auquel on gjoute 0.2 ml d'une sohution d'acide sulfosalyeiligue (SSA) 4 0.25% :
- Agiter le mélange et laisser pendant 15 min dans un bain de glace,
Cenirifuger pendant 5 min & 1000 t/min.
- Prélever 0.5l do surnageant.

- Ajouter | il du tampon tris-HCI + EDTA (0.02M), pH=9.6.
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- Mélanger et ajouter 0.025 ml de l'acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoigue
(DTNB) 4 0.01 M dissous dans le méthanol absolu.

- Laisser pendant 5 min 3 température ambiante.

- Mesuré I'absorbance (A) 2 412 nm,

< Caleul
La concentration en glutathion hépatique (GSH) est obtenue par la formule suivante :

uM  GSH | mg Prt

Do x1=1.525
131000 x 0.8 % Q.5 mg Pri

[GsH =

DO . Densité opligue.

1 : Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation (0.8 mi homogénat + 0.2 ml
SSA).

1.525 ; Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant
(0.5 m] surnageant+ 1 ml Tris —EDTA -+ 0.025 ml DTNB)

[3100 : Coetficient d'absorbance (contenant le groupement SHA 412 nm).

0.8 Volume de I'nomogénal aprés déprotéinisation trouve dans un 1 ml.

0.5 : Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml,

On note que la concentration de GSH est mesurée par apport 4 1 mg de protéine, C'est pour
cela que ce dosage doit éire accompagné par le dosage des protéines.
5.6, Dosage des protéives hépatiques

% Principe

Les protéines réagissent avec un réactif coloré contenant de l'acide orthephosphorigue.

de ['éthanol ainsi que fe bleu de coomassia (BBC). Ce réactif réagit avee le groupement (-
NH2) des protéines. L'intensit¢ de la couleur refléte la concentration des protéines qui est
réalisée selon la méthode de Bradford (Bradford,1976),

»» Echantillon le foie
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(faagutre £f

% Fréparafion de réactif de Bradford

-

-

Dissoudre 100 mg de poudre de bleu de coommassie dans 50 ml d'éthanol (95%).
Agiter le mélange pendant 2 heures avee on agitateur,

Ajouter 100 ml de I'acide orthophosphorique (H3POy4) 85%.

Compléter le volume jusqu'a 1 litre avee I'eau distilice.

Filirer la soltion ebtenue avec un papier filtre.

Ce réactif est stable pendant 2 semaines 4C.

“* Mode opérateire

| Blanc ‘7 Homogénat |
Leau () 50 N |
BBC (m) EE 25 |

- Agilen el gltendie 5 min pour Ta stabilisation de la coulear.

- Mesurer ['absorbance optique & 595nm conire le blanc [La densité upt‘i'qu:: obtenue est

rapportée sur la courbe d'étalonnage préalablement tracé (0— Img/ml de sérum albumine de

bovin).
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1. Physico-chimie de Peau du barrage

La compréhension des facteurs menant 4 la formation de floraisons de cyanobactéries
est primordiale, aussi bien pour une question de santé publique, que pour un maintien de
["équilibre €écologique d'un plan d'eau, Le pré-requis des floraisons étant Ia présence d une
population importante de cyanobactéries. 1l imiporte de s intéresser aumx facteurs permettant le
developpement de ces micro-organismes. De ce fait, les mesures des températures et du pH
ainsi que les teneurs en éléments azotés des eaux du barrage recueillis 4 partir de la station
du traitement des caux (A.D.E - barrage Bouhamdane - Guelma) sont représentées dans le

tableau suivant .

Tablean 7 : Résultats des mesures des paramétres physico-chimiques

Température | pH | Turbidité | Nitite | Nitrate | Ammoniam
Paramétres (°C) (NTU) (mgfl) (mg/l) | (mg)

Eau brute 12,4 8.3 17.3 0,009 0,99 0,027

o De faible 1emperalure esl relevee, étroriement lide & la température de air  relative

au mois du préldvamant (inarm).

e Le pH de Peau du bamrage est alealin, cette alcalinité dépend des mécanismes
chimiques (dégradation..) et biologiques (photosynthése....).

e La turbidité de l'ean est liée & plusienrs facteurs : ruissellements, précipitations,

poussees planctoniques - .ete.

En se référant aux valeurs guides des éléments azoiés dans I"eau (admises par le
Ministére Algérien de I'hydraulique (tab.8), les eaux barrage relevées le mois de mars sont de

qualité excellente:

Les teneurs en eau de ces éléments dépendent des apporis, de [*assimilation des
producteurs primaire, du processus de minéralisation et des biodégradations. . . etc.
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Tableau & : Qualité des eaux de surface selon 1"Agence Algérienne des bassins versants
(1999),

Classe de qualité Excellente Bonne | Passable Médiocre Pollution
excessive
NH, (mg/l) <01 | 0.1a05 i 0542 248 { >3
NOs (mg/) ] <5 5425 252450 50 280 >80
" NGO, (mg/l) <01 0.1a0.3 0.3al [ 142 ' >3

2, Etude des cyanobactéries du barrage Bouhamdane

2.1, Etude qualitative

L’ observation des caractéres morpho-anatomiques des cyanobactéries récoltées dans
le barrage Bouhamdane au cours de ce travail, nous a pemis d'identifier uniquement le genre
potentiellement toxique : Planktothrix (fig.38 et fig.39). En se basant sur les critéres proposés
par Komarek et Komarkova (2004) (tab.9).Néanmoins, la détermination de I"espéce doit étre
confirmée par le biais dé la biologie moléculaire (Otsuka ,2001).

Figure 38: Photographie du genre Plankiothrix Figure 39: Filaments de Plankiothrix
Gr: x 40 (Mars 2012). Gr = x 10 (Mars 2012).
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Tableau 9 : Caraciéristiques du genre PlankiotiiFix

Caractére Deseription

Couleur Bleu-vert mais également il posséde des pigments
| rouge '

Forme de cellule Cylindrique, cellule apicale ronde, conique

Forme de frichome - Llibre, solitaire, rectilignes ou légérement incurvés

Taille Diametre cellulaire de 4 - 6um et une longueur de

2.5-4 um.

Gaing Pas de gaine

Pseudovacuoles Nombreuses

Mobilité Glissement

Certaines conditions environneémentales conduisent a des situations de fortes
compétitions entre micro-organismes, Ces situations provoquent, par exclusion compétitive,
la selection de 1'espéce la plus performante dans les conditions du miliew. La prédominance

du Plunktothrix sexpliquetait par ses différentes capacités d’adaptation :

Ce genre filamenteux peut &tre assemblé en faisceau, producteur de ce qui le rend plus
difficiles & consommer par la plupart des organismes brouteurs du zooplancton (Couté &
Bemard, 2001 ;. Rabouille, 2002).

Par ailleurs, sa capacité & contrdler la flottaison grace dux vacuoles 4 gaz lui permet de

se déplacer entre les deux exirémités de la colonne d’eau (énergie lumineuse en surface et les
P gt

nutriments au fond), tout en limitant sa sédimentation (Affsa et Affset, 2006).

Selon Jacket ef al., 2003 le genre Planktothrix domine le lac Bourget grace 4
adaptation aux faibles concentrations d’éléments nutritifs et 4 une faible huninosité, sa
capacite de reserve et d’une photo-hétérotrophie en plus d'étre moins affects par la lyse virale.
Sarazin ef af., 2002 majoutent que ce genre a uné nette préférence pour les eaux froides.
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2.2. Isolement et culture des cyancbactéries

Puisqu'elles sont photo-autotrophes les cyanobactéries peuvent croftre sur un milieu
minéral simple. Ce milieu doit étre supplémenté en nutriments essentiels pour la croissance
ceiiuie;jre incluant les sources dazote, de phosphore et d'oligoéiéments, Ces bactéries
présentent une croissance lente. (Rippka.1988 ; Chorus & Bartram, 1999),

7 Examen macroscopique
L'examen wmacroscopique et microscopique des différents échantillons
ensemencés sur milien BG11 liquide a ¢t fait réguliérement aprés 7, 15 et 21 jours

d'incubation 4 25 °C en lumigre continue.

# Observation
L observation des échantillons ensemences sur milieu BG 11 liguide, montre un
changement de couleur du milieu (incolore au départ), qu se colore au fur et 4 mesure que les
semaines passe jusqu’s devenir brun foncé aprés 21 jours d'incubation, ceci w€moigne la
prolifération des cyanobactéries (fig 40 et fig41). :

Figure 40 : Photographi¢ d’une culture de cyanobactéries sur milieu BG11 liguide aprés
7 jours d incubation (Avril 2012) (prise par ferdes).

|
n
==l
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Figure 41 : Culture de cyanobactéries sur milien BG11 liquide aprés
14 jours d’incubation (Mars 2012) (prise par Adejro ud),

<+ Examen microscopique
L observation mii:-msmpique des cultures liquides révele la présence seule du
genre Planktothriv (fig.42).

Figure 42 : Observation microscopique d'un état frais de cyanobactéries ensemencée sur
miliev BG 11 liquide, Gr : x 10 (Mars 2012).
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3. Essai toxicologique

Apres avoir identifié, cultivé les cyanobactéries (Plankiothrix) sur wiliey G11 liguide,
un  dénombrement cellulaire sur la cellule de Nageotte a ¢té fait afin daboutir les doses

sélectionnées pour voire Ieffet toxique ou non de Ta souche récoltée sur les souris élevées,

3.1 Action sur |2 croissance corporelle

Nos résultats montrent une baisse du gain du poids corporel chez les lots traiiés par les
2 doses cellulaires de cyanobactéries testées par rapport au groupe témoin, cette perte est aussi
significative pour Ia dose 1 (50 000 cellule/m]) en comparaison avec la deuxiéme (200 000
cell/ml) (tab. 10 et fig 43),

Tableau 10 : Résultats du Gain de poids corporel (g).

J Témoin Dase 1 Dose 2

Gain de poids 32 [2.61 169

Gain du poids

- |

Figure 43 : Le gain du poids corporel des souris témoins et traitées par les différentes doses de
cyanobactéries.
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Les résultats de notre expérimentation suggérent que "administration des cellulss du
Planktothrix genre producteur de microcystines (les plus €tudices, car elles sont les plus
toxiques et responsables de la plupart des incidents toxiques recensés (F.Nakache 200 1)).
Connus pour son effet stressant, fait diminuer la croissance corporelle par rapport 4 celle des

témoins.

D'aprés Gérard (2003), Iexposition aux cyanobactéries ginsi qu'a leurs toxines et
particuliérement I"hépatotoxine MC-LR de certaines especes de gastéropodes a un impaet sur

les traits de vie (survie, croissance et fécondité),

La baisse du poids corporeile nie peut &tre expliquée que par I"augmentation de Ia
deégradation des lipides et des protéines cellulaires, Des résultats similaires (Klibet, 2009 ;
Khiari, 2009) sur I'effet des agents de stress (pesticides, métaux ... montrent la diminution
significative du gain du poids corporel des rats traités par I*arsenic et le Nickel
respectivement.

3.2. Etude des parameétres biochimiques
= L'urée ¢t la eréalinine
Ces deux paramétres sont considérés comme des margueurs significatifs dn

fonctionnement renal, les resultats relatifs sont représentés dans le tableau 11 et les figure 44
et 45 (urce, créatinine Tespectivement).

Tableau 11: Résultats des coricentrations des paramétres rénales des sourjs témoins ef traitées

par des cellules de cyanobactéries (mg/dl),

Témoin Dose 1 Dose 2
Urée 155 38.5 44
Creéatinine L0O5 1.5 1.2

50
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Concentraion de 'urée

mg/dl

Témoin Dose | Dose 2

Figure 44 : Variation des concentrations de I'urée des souris témoins et raitées par
différentes doses celiulaires de cyanobactéries

Nos résultats montrent une augmentation considérable des concentrations de I'nrée
et la créatinine dans le plasma des souris waitées par les deux doses cellulaires de
eyanobactérics en comparaison avec le groupe témoin (fig. 44 el 43).

Concentration de la créatinine

1,6
1,4
1,2

mg/dl

08
0.6
04
0,2

Témoin Dosel Dose2

Figure 45 : Variation des concentrations de 1a créatinine des souris témoins et traitées par
différentes doses cellulaires de cyanobactéries.

al
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L’augmentation des taux sérigues en I"urée i créatininie chez les souris wraitdes est
considerée comme un bio-marqueur de dysfonetionnement rénale ef les dommages rénaux

provoques par la toxing associée au genre Plankiorfrix.

L’urée et la créatinine ce sont des paramétres essentiels pour évaluer la fonction
rénale et la filuation glomémlaire (Finco. 1997). De plos, Vaugmentation de I'urée et
créatinine dans le sérum est corrélée avec I'augmentation du catabolisme protéique, les
protéines peuvent étre dégradées en acides aminés puis en urée el créatinine (L'urée est [
produit final de dégradation des protéines). Donc "augmentation de I’urée et de la créatinine
chez les souris traitées par les cellules de cyanobactéries est due & I*effet néphrotoxique méme
résultat confirmé par Rosario (2005) snite au traitement des souris par des souches de
cyanobactéries marines.Nos résultats sont corroborés avec ceux de Smaoui et al., 2000
Stengel, 1996 Bouhalit,2009; Klibet 2009 qui ont observé que Iintoxication par de

nombreux xénobiotiques induit une néphropathie et conduit 4 une insuffisance rénale,

-Activité enzymatique
Les résultats des parametres enzymatiques (TGO/ TGP) sont représentés dans le tableau
12 et tes figures 46 et 47.

Tableau12 : Resultats des paramétres enzymatiques des souris témoins et traitées par des
cellules de cyanobactéries (U/).

Témoin ‘Dase 1 Dose 2
TGO 171.2 391 333
TGP 31.9 49 76.5
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Activité enzymatique de TGO

400
300
==
=2 _
200
100
0
Témoin Dose | Dose 2

Figure 46: Variation de I"activité enz_ymaﬁqlfe TGO des souris témoins et traitées _par‘des
cellules de ¢yanobactéries.

Activité enzymatique de TGP

80

G0

u/i

40

20

9]

l_ Tamein Dose | Dage 2

Figure 47 : Variation de I'activité enzymatique TGP des souris témoins et traitées par des
celules de cyanobactéries

Les résultats obtenus pour I'ensemble des 2 paramétres en enzymatiques mesurés
(TGO/TGP) montre une augmentation de Factivité de ces enzymes chez les souris traitées par
les doses de S0 000 et 200 000 cellules de cyanobactéries Par rapport aux seuris {€émoins ne
recevant que de I"eau physiologique,



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

S — N R B

Résultats et discussion

Les transaminases sont des bio marqueurs de la fonction hiépatique (Klaassen ot
Watkin, 1984; Ronald et Koretz, 1992) et d"aprés nos résultats I"augmentation de I'activité

enzymatique des transaminases (TGO, TGP) chez les souris traiiées est

lice a Peffet

hépatotoxique du genre Planktotfvix donc les foxines de ce dernier enfrainent un lésion

hepatoeytes qui déversent leurs contenu dans le sang.

L’altération des cellules hépatiques et la libération de ces enzymes suite au tests de

différentes doses de toxines cyanohactériennes a été démoritré par Rosario (2005), Tencalla er

al ., 1994.

» Glutathion hépatique (GSH)

Les résultats du glutathion h’épaﬁque sont représentés dans le tableau 13 ¢t la figure 48.

Tableau 13: Résultats du glutathion hépatique des souris témoins &t traitées par des

Celiules de eyanobactéries (nmol/mg prot).

‘ Témoin ( Dose 1

Gluiathion hépatique I 200 J il

Concentration do gluthation hépatique

200

150

100

n'mole/mg prot

50

Temoin

Figure 48: Variation de La glutathion hépati,que des souris témoins et traitées par des cellules

de cyanobaciéries
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Le traitement des souris par les différentes doses de cvamobactéries entraine une
diminution de la teneur cellulaire en glutathion dans le foie en comparaison avec celle des

souris i€moins,

Par définition, le glutathion ou y-glutamyl-cystéinyl-glycine, le plus abondant thiol
libre non protéigue dans les cellules, constitue un acteur essentiel de la défense antioxydante

dans la lutte contre le stress oxydant.

La liaison y-glutamy] ainsi que la fonction thiol du GSH hu conférent un grand
nombre de fonctions : le transport des acides aminés, Ja synthése des estrogénes, des
prostaglandines, et des leucotrénes, la détoxification des métanx lourds et autres
xénobiotiques (microcystines) par action directe ou indirecte. La forme réduite (GSH) rentre
dans la détoxification en réagissant avec le (H202), (ROOH), et le radical hydroxyle (.OH)
grace a son pouvoir réductenr (Griffith et Muleahy, 1999).

De nembreuses études montrent que les microcystines indufsent aussi un stress
oxydatifa I"intérieur des cellules (Ding,1998 et 2001) entrainant par conséquent :

- une diminuiton du ghutathion réduit dans la celinle.

- une peroxydation des lipides

- des cassures de ’ADN Bouaicha et al,, 2004 ;Yin et al., 2005 et Zegura, 2004

Ce phénoméne a &te observé chez les poissons et les rongeurs (Guehriger ef al, 2004 ;
Moreno ef af,, 2005) ¢t son intensité varie en fonction de la dose mais aussi de la nature de la
Microcysting, Malbrouk ef al., 2004 confirment le changement significatif des niveau de GSH

dans le foie des poissons traitées avec différentes doses de microcystines.

De méme Montagnolli et @/, 2004 montrent que I"exposition des crustacées 4 des
microcystines hépatotoxiques entraine Paltération du niveau du glycogéne suite  Iinhibition
des phosphatases alcalines;
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(onefysion et perspectivgs

Coneclusion

La prolifération massive des cyanobactéries qualifiée d’efflorescence on de bloom,
favorisées par l'eutrophisation des eaux, posent divers problémes : obstruction des dispositifs
de filtration, coloration et quelque fois une dystrophisation des eaux ou une anoxie, de plus de
I"élaboration de métabolites secondaires donnant un mauvais gofif 4 l'eau {géosmine, 2-
méthylisobornéol, p-cyclocitral.) (Lance, 2003),

Un des problemes qui attire particuliérement | attention envers ces MiCro-0rganismes
est leur capacité a produire des biotoxines & multiple effet selon Porgane cible (neurotoxines,
hépatotoxines ¢t des demmatotoxines) dornt gne quarantaine d'espéce  sont connues comme

¢tant potenticllement toxique pouvant affecter mortellement divers animaux et l'homme.

Dapres nos résultats tirés suite & PPéfude des cyanobactéries peuplant le barrage

Bouhamdane wilaya de Guelma on peut conclure :

La présence d’un seul genre filamenteux qui est le Planktothrix tout en se basant sur
les clés proposées par Komarek et komarkova (2004), ce dernier est considéré comme
potenticllement  hépatotoxique reorétant des toxines dec typc  miciowyshine  allestang
essentiellement le foie, et également responsable de IPapparifinn dim stress 4 Iintérieur dee

celfules.

La cultore des cyanobactéries récoltées a montré une adaptation aux conditions du

laboratoire (BG11 liquide et sous nne lumiére continue).

L'étude de la toxicité ou pas de nos micre-organismes testés sur des souris révele
I"effet toxique du genre cultivé traduit pas des perturbations de parametres de croissance
(diminution du gain du poids corpore} des souris) et biochimiques (augmentation de *urée ef
la créatinine signe de dysfonction rénale, accompagné d’une méme évolution pour cg qui
concerne le TGO et le TGP indice d’altération hépatique, en plus de Ia diminution de
activite du giutathion hépatique paramétre refiétant le stress oxydatif des cellules ).

La dose cellulaire de la dose de 50 000 cellules est plus toxique que la dose de
200000 cellules résultat dépendant de Ia toxiciié de la souche elle-méme au sein d’une

population.
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Concluston el perspectives

Perspectives

A la lumiére des résultats obtenus nous Tecommandons :

v Faire des tesis toxicologiques sur un nonibre élevé de souris

v Prolonger la durée du traitement.

v" Doser plusieurs paraméues reilétant le stress oxydatif.

v" Dose les tosines des souches cultive avant Ie test souris.

V' Compléter le travail toxicologique par une étude histolagique.

¥ Travailler avec des Iyophilisats des souches toxique cultivées au laboratoire,
v Faire des tests toxicologiques sur d’autres modeles (poissons, bivalves),
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Annexes

1. Le milieu de 1a culture BG11

s Composition pour 1 litre d’eau distillée :

o Nitrate de sodium (Na NOz).......ooooviii v v, 138

o Monohydrogénophosphate de potassium ( KsHPOy). ..o . 31mg
o Sulfate de magnesium heptahydraté{ Mg 8Os, 7H:0)............... 75mg
© Chlorure de caleium dilivdraté( Ca Cly, 2ZH0).....vccovvvne oo, 36 mg
o Acide citrique monohydraté. .. ............ .c..coccoece v v, 7 Mg

o EDTA disodique... ... ..o.ooveiinis oo cieciis e e e g

@ Carbonate de sodium(NasCOs)...oovvvvieeceee o 200 mg
o Citrate de fer ammoniacal... ... ..o ... 6 mg

o Yajouter 1mil de mélange « métaux »

¥ Solntion de sels métalliques (pour 250 ml d'sau distillée)

NaMo0Qy, 2H;0 ...........97 mg
CuS0y4;. 5SHy0 ... 20 mig
Cu(NOs)y, 64,0 .........12.5 mg

v ptl(7.1)aprés stérilisation a 130°C pendant 20 minutes.
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Résumé

Notre étude porte sur I'identification et la culture des cyanobactéties récoltées des
eaux du barrage Bouhamdane (Guelma), ainsi que 1'évaluation de leur pouvoir toxique sur un

modéle animal (souris) provenant de I"institut Pasteur d”Alger.

L’observation des caractéres morpho-anatomiques des cyanobactéries récoltées dans
le barrage Bouhamdane nous a permis d’identifier 1 seul genre, appartenant au groupe des
Oscillatoriafes, reconnu par son potentiel toxique: Planktorhrix en se basant sur les critéres

proposes par Komarek et Komarkova (2004),

Lé¢tude de I'effet toxique ou non de deux doses cellglaire de cyanobactéries
(Plarkrotirix) testées sur des souris montre que la dose de 50 000 cellules est plus toxique
que la dose de 200 000 cellules résultat dépendant de la toxicité de la souche elle-méme au

sein d’une population.

L étude de 1'effet du genre Plankroririx sur la croissance des souris montre une
diminution du gain du poids des souris traitées par rapport aux souris témeins, en ce qui
concerne Jes parametres hiochimiques, on note une augmentation de 1"wiée ¢l ly créatinine
indice de dysfonctionnement rénal, méme évolution pour les parametres hepatiques (TR,
TGP), en ce gqui concerne le glutathion, la concentration cellulaire est abaissée chiez les souris
traitées en comparaison avec celle des témoins en réponse au stress exercé par la loxine

associée au genre Plankrothrix,

Mors clés . Cyanobacieries | Plankiothrix ; Barrage; bio-essai ; potentiellement toxique

stress oxydatif.
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Abstract
Our study focuses on the identification and cultivation of cyanobacteria collected
waler from the dam Bouhamdane (Guelma), and the assessment of their potential foxicity in

an animal model (mouse) from the Pasteur Institute of Algiers.

The observation of morpho-anatomical cyanobacteria collected in the dam Bouhamdane
we identified 2 single genus, belonging to the group Osciflatoriales, Tecognized by iis toxic
potential: Planktothrixbased ont he criteria proposed by Komarckand Komarkova(2004).

The study of the toxic effect of two doses or not cellular cyanobacteria (Planktothrix)
tested on mice shows that the dose of 50000 cells is more toxic than dose of 200000 cells

results depending on the toxicity of the strain it even within a population,

The study of the effect of gender on the growth of Planktohirix mice showed decreased
weight gain of treated mice compared to control mice, with respect to biochemical
parameters, there is an increase of urea and creatinine index of renal dysfunction, even
changes for liver function tests (GOT, GPT), with respect to glutathione, the cell
concentrationis lowered in the treated mice compared with that of controls in response to

stresse exerted by the toxin associated to the genus Planktotirry.

Keywords: cyanobacteria ; Plankrothrix ;dam ; bioassay ; potentially toxic : oxidative stress
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