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Résumé

Les cyanobactéries constituent un groupe de bactéries capables de produire une multitude de
substances antibactériennes, algicides, antifongiques, antivirales.

L’objectif de ce travail est I’isolement, la purification et I’identification des cyanobactéries de
certains écosystémes aquatiques de la wilaya de Sidi Bel Abbes. L’activité antagoniste des
substances bioactives élaborées par les isolats de cyanobactéries est mise en évidence vis-a-vis
de certaines souches pathogeénes responsables d’infections nosocomiales par I'utilisation des
germes témoins de l'activité antagoniste utilisés. Ce sont des bactéries a gram positif :
Staphylococcus aureus ATCC 43300, Enterobacter aerogenes ATCC 35029 et des bactéries a
gram négatif : Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 6538,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus vulgaris ATCC 6896 et Klebsiella pneumonia
ATCC 10031, les levures : Candida albicans ATCC 20408, et champignons filamenteux :
Aspergilus niger ATCC 6275, Aspergilus flavus ATCC 10124.

A cet effet, quatre solvants organiques sont utilisés pour I’extraction des agents bioactifs
responsables d’activité antagonistes, le méthanol, 1’éthanol, I’acétone et I’éther diéthylique. Le
screening primaire a permis l'isolement de quatre souches appartenant aux Cyanobactéries, avec
l'appartenance de 75% des souches isolées a la famille des Oscillatoriaceae.

La mise en évidence de 1’activité antagoniste des cyanobactéries isolées vis-a-vis des germes
témoins responsables d’infections nosocomiales par la méthode de diffusion des puits a révélé
que les extraits des cyanobactéries ont manifesté une activité inhibitrice de croissance des
souches testées. L'utilisation des extraits méthanoliques, acétoniques d’Oscillatoria sp, 1’ extrait
méthanolique d’A4.spherica et [yngbya sp, et I’extrait acétonique de Phormidium sp a manifesté
une excellente activité antagoniste vis-a-vis des germes témoins de cette activité. A I'opposé, la
souche E.coli a présenté une forte résistance par rapport a la totalit¢ des extraits des
cyanobactéries isolées.

Par ailleurs, 'é¢tude de I’activité antagoniste des cyanobactéries vis-a-vis des champignons
filamenteux : Aspergilus niger ATCC 6275, Aspergilus flavus ATCC 10124 a révélé que les
substances extraites a partir des cultures de Lyngbya sp et Phormidium sp a l'aide d’éther
diétylique ont manifesté une excellente activité. Par contre, les substances extraites d’Anabeana
spherica ont manifesté une faible activité antagoniste vis-a-vis de souches fongiques
pathogenes. La caractérisation des pigments photosyntetiques fluorescents qui peuvent étre

responsables de 1’activité antagoniste d’Anabeana spherica, réalisée par la technique HPLC et



HPLC-DAD a permis I'identification de 9 composés la chlorophylle, a-caroténe, B-caroténe, la
luteine, 1’astaxanthine, la violaxanthine, la Zeaxanythine, Neoxanthine et Canthaxanthine.
Mot clés : Cyanobactéries, Activité antagoniste, purification, molécules bioactives, extraits

méthanoliques, HPLC.



Abstract

Cyanobacteria are a group of bacteria able of producing a variety of antibacterial substances,
algaecides, antifungal and antiviral. The aim of this work is isolation, purification and
identification of cyanobacteria from some aquatic ecosystems of wilaya of Sidi Bel Abbes,
thereafter evaluation of the antagonistic activity of bioactive substance of cyanobacteria against
pathogenic strains responsible for nosocomials infections, 10 test strains are used such as
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 6538, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Proteus vulgaris ATCC 6896, Klebsiella pneumonia ATCC 10031
and Gram-positive strains such as Staphylococcus aureus ATCC 43300, Enterobacter
aerogenes ATCC 35029. The used yeast was Candida albicans ATCC 20408 and the
investigated filamentous fungi’s were Aspergilus niger ATCC 6275, Aspergilus flavus
ATCC 10124.

For this purpose, four organic solvents are used for the extraction of bioactive agents
responsible for antagonistic activity methanol, ethanol, acetone, diethyl ether, the antagonistic
activity of cyanobacteria is evaluated buy the using agar well diffusion method, the obtaine
result showed that the extracts of the cyanobacteria showed growth inhibitory activity against
the strains tested. The used of methanol and acetone extract of Oscillatoria sp, methanol extract
of A.spherica and Ilyngbya sp, and aceton extract of Phormidium sp yielded the highest
antagonistic activity against pathogenic strains. In contrast, E.coli has manifested an important
resistance against crude extract of cyanobacteria.

For antifungal activity the result revealed that the substances extracted from the cultures of
Lyngbya sp and Phormidium sp using diethyl ether showed excellent activity. Furthermore,
substances extracted from Anabeana spherica showed low antagonist activity against
pathogenic fungal strains. The characterization of bioactive compounds responsible for
antibacterial and antifungal activity is assased buy HPLC and HPLC-DAD, the results obtained
allowed the identification of 9 compounds: chlorophylle, a-carotene, P-carotene, lutein,
astaxanthin, violaxanthin, Zeaxanythin, Neoxanthin and Canthaxanthin.

Keywords:

Cyanobacteria, antagonistic activity, purification, methanolic extract, bioactive molecules,

HPLC.
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Introduction

L’eau constitue une ressource fondamentale dans la vie et socle du développement humain,

hissée en Algérie au rang de priorité nationale depuis plus d’une décennie.

L’insuffisance de cette source est un probléme majeur, auquel I’homme doit tenir compte dans
le développement des méthodes de recherches, pour 1’exploitation des eaux de surface
(Barroudi et al., 2002).

L’activité industrielle entraine depuis plusieurs années le rejet du phosphore et de 1’azote dans
I’environnement provoquant le développement des cyanobactéries (Silvano ef al., 2005).

La prolifération des cyanobactéries est tres fréquente dans les eaux douces telles que les eaux
de lacs et de barrages.

Les cyanobactéries sont capables de se proliférer rapidement et former des efflorescences ou
blooms généralement toxiques (Saoudi ef al., 2008).

L'apparition du phénomeéne d’eutrophisation a permis de mettre en lumiere des
disfonctionnements liés principalement a certaines activités telles que Il'agriculture,
l'assainissement et l'industrie (Monestier et al., 2006). L'augmentation des infections
nosocomiales a été constatée depuis quelques années lors de ['utilisation de certaines techniques
de surveillance des patients telles que les cathéters urinaires, I'implantation des protheses, les
perfusions (Amazian et al., 2010). Les cyanobactéries sont caractérisées par la production d’une
grande variété de molécules, possédant des propriétés toxiques a savoir 1'hépatotoxicité, la
neurotoxicité, la dermatotoxicité et les syndromes gastro-intestinaux (Stewart et al., 2006). A
I'opposé, de nombreux travaux réalisés ont montré que les cyanobactéries constituent une
nouvelle source de production des substances antibactériennes, anti-alagale, antifongique et
méme antivirales, anti-inflammatoires et anti-cancéreuses (Oufdou et al., 2009).

L’étude de l'activité antibactérienne des cyanobactéries isolées a partir des eaux du lac Sidi
Mohamed Benali et du barrage Sarno constitue une nouvelle approche de recherche.
L’objectif de ce présent travail est 1’identification et la purification des cyanobactéries, isolées
a partir des eaux douces du lac Sidi Mohamed Benali et du barrage Sarno. L'étude de leurs
activité antibactérienne et antifongique vis-a-vis de certaines souches pathogénes responsables
d’infections nosocomiales et la caractérisation des pigments photosynthétiques produites chez

la souche sélectionnée antagoniste par la technique d’HPLC.
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1. Les eaux douces
1.1. Définition de I'eau
L’eau ou oxyde d'hydrogene est un liquide incolore, composé chimique essentiel, ubiquitaire,
présent sur la terre et se trouve en général dans son état liquide (Quemerai et al., 2005). Une
étendue d'eau peut €tre un océan, une mer, un lac, un étang, un fleuve, une riviere, un ruisseau,
un canal...etc., et la circulation de I'eau au sein des différents compartiments terrestres est

décrite par son cycle biogéochimique (Figure 1).

v

Adézervoir d'eau
IS - .

Figure 1 : Présentation du cycle de l'eau dans la nature (Aubourg et al., 2000).

1.2. Les eaux douces

Les eaux douces représentent environ 3 % des eaux de la planéte, rencontrées dans les glaciers,
les tourbieres, les rivieres etc. L'eau douce est une ressource naturelle, dont la partie utilisable
par I'nomme est limitée, ce qui signifie I’'importance de sa gestion comme un capital (ONU,

2000).

1.2.1. Les eaux de lacs
Les lacs se forment lorsque les eaux douces coulent le long des pentes, rencontrent
des obstacles et les contre-pentes les empéchent de poursuivre leur parcours. Les eaux

envahissent la dépression créée permettant la formation des étendues d’eaux (ONU, 2000).
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Tableau 1 : Présentation des valeurs limites des parametres physico-chimiques des eaux de lac

(Rodier et al., 2009).

Paramétres Unités Normes
Température °C 25
pH - 6.5 -8,5
Conductivité us/cm 1000
Salinité Mg/L NaCl /
Nitrites Mg/L NO» 0.2
Nitrates Mg/L. NO3 50
Magnésium Mg/L Mg 50
Oxygéne dissous Mg/L O2 > 30

1.2.2. Les barrages
Un barrage est un ouvrage construit pour les retenues des eaux et constitue un grand réservoir
d’eau pour ’homme.
Le barrage est utilisé pour les fins suivantes :
- Le contrdle du débit d’un fleuve ou d’une riviere.
- L’irrigation des cultures.
- L’alimentation de la zone en eau potable.
- L’élevage de poissons (la pisciculture).
- La création de lacs artificiels ou de réservoirs.
- La maitrise des crues pour la prévention des catastrophes naturelles (inondations).
- L’utilisation touristique et sportive (Barroudi ef al., 2002).
L’appréciation de la qualité des eaux de surface est basée sur la mesure des parametres

physico-chimiques et la présence ou I’absence de certains organismes ou micro-organismes.

2. Généralités sur les algues

2.1. Définition des algues

Les algues sont des organismes photosynthétiques possédant la chlorophylle a. Elles peuplent
les lieux humides et de nombreux milieux terrestres, dépourvues de tige, de racine, de feuille
ou de fleur, leur appareil végétatif relativement simple est appelé « thalle » (Guillaume et al.,
2010). Elles peuvent étre libres ou fixées sur un support, leur taille varie de moins d’un
micrometre comme 1’algue Prochlorococcus (0.5 um) a plusieurs dizaines de meétres pour les

macrocystis (60m) (Floc'h et al., 2010). Avec un nombre d’especes recensées qui dépasse
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136207, la détermination du nombre des especes est difficile vu leur diversité inconnue et leur
recensement et classification (Guiry ef al., 2014).

2.2. Structure des algues

2.2.1. Les macro-algues

Les macro-algues constituées a leurs bases de crampons, qui leur permettent de se fixer sur un
support. Les crampons sont surmontés d’un pédoncule de longueur et de diametre variable, le
stipe. L’algue se termine par une fronde qui peut étre découpée en filaments, cordons ou laniéres

(Hortense et al., 2011).

\ W~ Sti
""!,/‘/ pe

iﬁ’--_' ——= Crampons

Figure 2 : Présentation schématique d’une macro-algue brune de type fucale

(Person et al., 2011).

2.2.2. Les micro-algues

Les micro-algues, encore appelées algues microscopiques ou plus spécifiquement
phytoplancton, ont généralement une taille de I’ordre du micron. Elles sont donc invisibles a
I’ceil nu. Dans le milieu aquatique, leurs présences est pergue lorsqu’elles proliferent au point
de colorer la surface des eaux (Diadie ez al., 2009).

La cellule unique des micro-algues unicellulaire est capable d’assurer toutes les fonctions. La
plupart d’entre elles sont adaptées a la flottaison. De nombreuses especes possedent un ou
plusieurs flagelles mobiles qui leur conférent une véritable aptitude a la nage

(Hortense et al., 2011).
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Figure 3 : Observation microscopique de quelques micro-algues appartenant a la famille des

chlorophycées et cyanophycées (Mohamed et al., 2012).

2.3. Les groupes des micro-algues
Selon leurs pigmentations, les algues sont divisées en quatre groupes : les chlorophycées, les

rhodophycées, les phéophycées et les cyanophycées (Mohamed ez al., 2012).

2.3.1. Les chlorophycées (algues vertes)

Les algues vertes sont des organismes eucaryotes photosynthétiques caractérisés par la présence
de chloroplastes contenant deux enveloppes membranaires, des thylakoides empilés (grana) et
des chlorophylles a et b. Toutes les algues vertes produisent de I’amidon comme réserve

principale de polysaccharides, s’accumulant dans les plastides (Proschold ef al., 2007).

2.3.2. Les rhodophycées (algues rouges)

L’association de la phycoérythrine a d’autres pigments chlorophylliens est a I’origine de la
coloration rosatre des plastes de ces algues. Les rhodophycées sont des organismes
pluricellulaires d’origine marine divisés en deux grands groupes, en fonction de leurs cycles de

reproduction : les Blangiophycées et les Floridéophycées (Guillaume ef al., 2010).

2.3.3. Les phéophycées (algues brunes)
De structure généralement pluricellulaire et de dimensions trés variables, la majorité de ces
algues vivent en milieu marin et présentent une couleur brunatre résultant de I’association de

pigments dominants, a savoir la xanthophylle et la fucoxanthine (Guillaume ez al., 2010).
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2.3.4. Les cyanophycées (algues bleu-vert)

Les cyanophycées ou algues bleues-vertes sont des algues procaryotes a Gram négatif, tres
répandues dépourvues de noyau (Dumont ez al., 2006). Elles possédent des pigments bleus
(phycocyanines) et rouges (phycoérythrines) qui masquent la chlorophylle a. En dépit de leur
ancien nom d’algues bleues, elles sont rarement bleues mais plus souvent rouges, vertes avec
des reflets bleutés, violets, bruns, jaunes ou orangés. La plupart d’entre elles ont une consistance

gélatineuse voir gluante en raison des mucilages qu’elles sécrétent (Ainane ef al., 2011).

3. Généralités sur les cyanobactéries

3.1. Apparition

Les cyanobactéries apparues depuis environ 3,5 milliards d'années durant le précambrien,
forment avec les bactéries, les étres vivants les plus anciens connus sur la terre. Il en existe au
moins 2000 especes réparties dans plus de 150 genres (Duy et al., 2000).

Elles représentent une sous-classe bactérienne majeure par leur diversité morphologique et
physiologique et le role joué par la création d'une atmosphere aérobie indispensable au
développement de la vie (Sguera ef al., 2008) (Figure 4). Les cyanobactéries jouent un role

dans 1'équilibre des proportions entre le gaz carbonique et 1'oxygéne.

i

Bactéries photosynthétigues J vertes

) -
* Pourpres
1 | Procaryotes [}
photosynthétiques

Bactéries photosynthétigues

Ik

Figure 4 : Classification des bactéries photosynthétiques (Prescott ez al., 2003).

3.2. Définition des cyanobactéries

Les cyanobactéries désignent les microorganismes procaryotes avec une pigmentation de
couleur bleu-vert et présentent des propriétés communes a la fois aux algues et /ou aux
bactéries. Les cyanobactéries possedent la chlorophylle a et deux photosystemes. Elles utilisent
I’eau comme donneur d’électron, réalisent une synthese photo-oxygéniques et renferment aussi

des phycobiliprotéines (Silvano et al., 2005).
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Les caractéristiques communes avec les bactéries sont I’absence de membrane nucléaire et
plastidiale, de mitochondrie, de réticulum endoplasmique, dyctiosome et la présence de la paroi

cellulaire a coloration de Gram négative avec de la muréine (Fay et al., 1987).

3.3. Diversité morphologique

La longueur des cellules varie entre 0.6 et 10 um, le diamétre moyen des cellules est compris
entre celui des bactéries et celui des algues. La longueur des cellules des espéces filamenteuses
est plus courte ou plus longue que leur largeur (Bernard ef al., 2003).

L’organisation des thalles de cyanobactéries est caractérisée par une grande variété. Les formes
les plus simples sont unicellulaires, sphériques, ellipsoidales, cylindriques, ovoides ou
piriformes, nues ou entourées d’une gaine mucilagineuse homogene ou stratifiée (Figure 5
Planche (A)). Plus complexes sont les colonies, agrégats de cellules (aux formes identiques a
celles décrites précédemment) au nombre généralement variable, non jointives, enrobées dans
un mucilage commun (Dumont et al., 2006).

La forme des colonies est tres diversifiée, allant de la structure monostromatique (colonie plane
a une seule couche de cellules) a la structure amorphe (nombreuses cellules dans un mucilage
commun sans contour défini), en passant par les formes cubiques sphériques, linéaires (Figure
5 planche (B)) (Dumont et al., 2006).

Les thalles élaborés sont organisés en filaments unisériés (une seule série de cellules jointives)
ou plurisériés (plusieurs séries de cellules jointives), non ramifiés ou a vraies ou fausses
ramifications, sans gaine (trichome) ou avec gaine mucilagineuse (filament) homogeéne ou

stratifiée (Coute et al., 2001).
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3.4. Organisation cellulaire

3.4.1. Structure cytologique

Les cyanobactéries ont une coloration homogene. L’examen microscopique permet de
distinguer une zone périphérique colorée ou chromatoplasme et une partie centrale incolore,
centroplasme (ou corps central ou nucléoplasme) (Bourrelly ez al., 1985).

La Figure 6 illustre un schéma représentatif d’une cellule de cyanobactéries.

parol avec thytacoides du
chromatopiasne

plasnalammsa
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"
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Figure 6 : Structure cytologique d’une cellule de cyanobactérie (Delépine, 1987).

La cellule de cyanobactéries est constituée de :

v’ La gaine : Située a I’extérieur de la paroi et manifeste un role de protection des cellules
de la dessiccation et favorise la mobilité des trichomes (Silvano ef al., 2005).

v" La paroi : La paroi des cyanobactéries est complexe, composée de plusieurs couches
parmi lesquelles, la membrane externe qui renferme une structure voisine de celles des
bactéries a Gram négatif (Des Abbayes ef al., 1978 ; Bourrelly et al., 1985).

v" Les pores et perforations : facilitent les échanges entre les cellules du filament et le
milieu extérieur (Silvano ef al., 2005).

v Le chromatoplasme : Le chromatoplasme de forme thylakoides constitue 'appareil
photosynthétique, qui contient de la chlorophylle a et plusieurs caroténoides dont la
phycocyanine et phycoerythrine.

v Le centroplasme : Le nucléoplasme est 1'équivalent du noyau mais dépourvu de

membrane nucléaire et chromosome individualisé (Bourrelly ez al., 1985).
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v Les inclusions : Les inclusions sont composées de granules de polyglucoside, granules de
cyanophycine (réserves protéiques qui disparaissent lors de la germination des Akinetes),

granules de polyphosphates et de vacuoles gazeuses.

3.4.2. Types cellulaires

Les cyanobactéries présentent trois types cellulaires différents (Komarek et al., 2003) :

¢ Les Cellules végétatives : de formes variées rondes, ovoides, oblongues, quadratiques et
avec un contenu cellulaire homogeéne ou non, avec ou sans vacuole a gaz et permet le
fractionnement du filament en plusieurs segments (figure 5 planche (C)) (Coute et al., 2001 ;
Leitao et al., 2005).

+» Les Hétérocystes : elles sont faciles a reconnaitre grace a leurs parois épaisses et a leur
contenu homogene faiblement coloré, assurent la fixation de 1'azote atmosphérique grace a la
présence d'un enzyme de la nitrogénase. Leur forme est sphérique, cylindrique, voir conique.
Leur position dans le trichome est soit intercalaire, soit terminal a 1'une des extrémités
seulement ou aux deux, ou encore latérale (Figure S planche (D)). Les hétérocystes sont
généralement solitaires mais peuvent aussi apparaitre en paire et plus rarement, en série
(Figure 5 planche (D)) (Cout ef al., 2001 ; Leitdo et al., 2005).

+» AKkinétes : sont des spores, c'est a dire des cellules de résistance destinées a assurer la survie
de l'espece au cours des périodes climatiques difficiles ou de catastrophes écologiques (Figure
5 planche (E)). Lorsque les conditions extérieures redeviennent favorables, les cellules se
détachent de I'organisme en cours de dégradation, germent et donnent une nouvelle cellule. Les
akinetes ne peuvent étre observées que dans les formes filamenteuses (Nostoc, Anabaena,

cylindrospermum. ..) (Leitdo et al., 2005).

3.5. La multiplication

Les cyanobactéries se multiplient par voie asexuée, par division végétative suivant une ou
plusieurs directions. Chez les formes filamenteuses, la fragmentation se fait au niveau des
nécridies (cellules dégénérescentes), puis les hormogonies (courts trichomes mobiles) sont

libérées et peuvent se disperser (Rippka et al.,1979).

3.6. Métabolisme des cyanobactéries

3.6.1. La photosyntheése

Les cyanobactéries sont des organismes photosynthétiques, dont leur photosynthése se déroule
majoritairement en aérobie. Les ¢lectrons sont alors issus de l'oxydation de 1'eau, notamment

grace aux photosystémes PSI et PSII. Cependant, certaines cyanobactéries peuvent effectuer
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leur photosyntheése en milieu anaérobique (les électrons sont alors issus de l'oxydation du
soufre) (Figure 7). Dans certaines conditions anaérobiques, les cyanobactéries sont capables
de pousser avec un métabolisme fermentaire. De nombreuses espéces ont manifesté une
croissance hétérotrophe lors de l'utilisation d'un certain nombre de composés organiques (Stal

et al., 2007).
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Figure 7 : Illustration de la photosynthése oxygénique (Raven et al., 2000).

3.6.2. Mode nutritionnel

Le mode nutritionnel des cyanobactéries peut étre de trois types :

Photolithotrophie stricte : Ces cyanobactéries ne peuvent croitre qu'en présence de lumicre,
leur donneur d'électrons est minéral (H>O ou H»S) et leur source de carbone est inorganique
(CO2).

Photohétérotrophie : La croissance se fait également en présence de lumicre, la source
d'électrons est minérale (H20 ou HaS), mais ce groupe de cyanobactéries est capable d'utiliser
une source de carbone inorganique ou organique.

Chimiohétérotrophie facultative : Ces cyanobactéries sont phototrophes en présence de
lumiére, mais leur croissance peut également se dérouler dans l'obscurité en utilisant une source
de carbone organique (limitée au glucose, au fructose et a quelques disaccharides)

(Carrabin et al., 2011).
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3.7. Position taxonomique des cyanobactéries

Les cyanobactéries sont reconnues a la fois par le Code International de Nomenclature
Botanique (Greuter et al., 2000) et par le Code International de Nomenclature Bactériologique
(Lapage et al., 1992). Le premier se base essentiellement sur le mode de reproduction et la
morphologie tandis que le second est fondé sur les critéres physiologiques et génotypiques de
cultures pures (Tableau 3).

La classification des botanistes est basée sur :

v' Lataille des cellules.

v La présence ou ’absence de gaine.

v’ La présence ou I’absence d’hétérocystes ou d’akinétes.

v’ La nature des organes reproducteurs (spores, homogonies) (Silvano ez al., 2005).

La classification des bactériologistes est basée sur des études comparatives de souches pures en
culture (Stanier et al., 1978 ; Rippka et al., 1979 ; Rippka et al., 1988). La morphologie et les
caractéristiques physiologiques et génétiques (pourcentage en guanine-cytosine, hybridations
ADN/ADN ou ADN/ARN) sont étudiées.

Cette classification a permis de réduire le nombre de taxons de 150 a 56 genres représentés dans
le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Castenholz ef al., 2001), dans lequel les
cyanobactéries constituent un phylum d'une seule classe divisée en 5 sous-groupes définis sur

les caracteres distinctifs représentés dans le Tableau 2 (Castenholz et al., 2001).

12
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Tableau 2 : Correspondance des deux systémes de classification des cyanobactéries (Stanier

etal., 1971).

Classification Classification o
Description
bactériologique botanique

Formes unicellulaires ou coloniales, a

Section I Chroococcales  multiplication par fission binaire et/ou formation
d'exospores
Formes coloniales a multiplication par fissions

Section II Pleurocapsales _
multiples formant des baeocytes.
Formes filamenteuses unisériées, non

Section 111 Oscillatoriales  hétérocytées, sans ramification, a division
cellulaire perpendiculaire a 1'axe du trichome.
Formes filamenteuses a différenciation cellulaire

Section IV Nostocales (hétérocytes et akinetes), a division cellulaire
dans un seul plan.
Formes filamenteuses a différenciation cellulaire

‘ (hétérocytes et akinetes), présentant des
Section V Stigonematales

ramifications (vraies ou fausses), a division

cellulaire dans plusieurs plans.

3.8. Habitat

Les cyanobactéries sont répertoriées dans la plupart des habitats, aussi bien dans les milieux
aquatiques que dans les milieux désertiques. Les cyanobactéries sont les seuls organismes
photosynthétiques susceptibles de vivre dans des eaux thermales dépassant la température de
56°C et rencontrées dans des eaux a toutes les valeurs de pH. Elles poussent également sur les
rochers ou elles vivent en symbiose avec les champignons tels les lichens. Elles peuvent étre
endolithes, perforant les roches pour s’y réfugier, ou bien endophytes se trouvant dans les
feuilles de fougeres aquatiques (Silvano et al., 2005). Lorsqu’elles sont strictement aquatiques,
elles peuvent étre planctoniques, vivant alors dans la colonne d’eau, ou benthiques, étant, dans
ce cas, fixées ou tres proches des divers substrats (roches, coraux, algues, animaux...) ou se

développant méme a I’intérieur des sédiments (Dumont ez al., 2006).
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3.9. Ecologie des cyanobactéries

3.9.1. Cycle de développement des cyanobactéries

Les cyanobactéries sont présentes toute I’année dans les lacs mais ne forment habituellement
de véritables blooms qu’a la fin de 1’été ou au début de 1’automne (Reynolds et a/, 1981). Le
cycle de vie d’une espece passe par les cing phases suivantes : Phase de repos durant I’hiver,
phase de remontée, phase de croissance active au printemps et au début de 1’été, phase
d’accumulation en surface a la fin de 1’été et au début de 1’automne, phase de disparition.

Les mouvements ascendants et descendants des colonies dans la colonne d’eau dépendent
respectivement de I’augmentation ou de la diminution du nombre de vacuoles gazeuses dans

les cellules.

3.9.2. La prolifération massive des cyanobactéries « bloom »

Un bloom est un développement rapide et massif des algues a la surface des lacs et d’étangs
(Figure 9). Bien que les blooms puissent se reproduire naturellement et fassent partie du cycle
annuel de développement des algues, certaines algues peuvent produire des blooms nuisibles.
En particulier, les cyanobactéries peuvent former des masses et écumes vertes toxiques flottant
sur la surface de 1’eau et pouvant atteindre une épaisseur de plusieurs centimetres le long des

bords du plan d’eau (Havens ez al., 2008).

w
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EJ diatomées cyanobactéries
= algues diatomeées
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Printemps Et¢ Automne - Hiver

Figure 8 : Présentation de la succession saisonniere des différents types d’algues

(Leitao et al., 2005).
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Figure 9 : Formation de blooms a la surface du lac Bécancour,

Saint-Wenceslas. Québec (Blais, 2008).

3.9.3. Conditions de développement des cyanobactéries
De nombreux facteurs principaux peuvent expliquer la dominance des cyanobactéries dans les
lacs eutrophes a la fin de I’été :
> La température de I’eau
La température optimale de croissance de I’ensemble des micro-algues, entre 20 et 25°C
environ (Duy et al., 2000 ; Oberholster et al., 2004). Leur taux de croissance peut augmenter
jusqu’a 35°C (Seckbach. 2007).
» La lumiére
De maniere générale, les cyanobactéries ont des besoins en lumicre importants. Cependant,
certaines ont des besoins plus faibles que ceux des autres micro-algues, ce qui explique leur
développement plutdt en profondeur (inférieur a 2 m), d’autres espéces comme Microcystis qui
se développe en surface, ayant des besoins plus importants (Chorus ef al., 1999).
> Les nutriments

o Phosphore: La présence de phosphore constitue une source essentielle pour la
croissance et la prolifération des cyanobactéries. La présence d'une quantité suffisante pourrait
avantager la croissance rapide des cyanobactéries. (Xie ef al., 2002 ; Downing et al., 2001).

o Azote : L’azote joue un role dans la dominance des cyanobactéries. La présence d'une
faible quantité d’azote favorise la croissance des bactéries fixatrices d’azote (Berman et al.,

2000).
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» La stabilité physique de la colonne d’eau

Les cyanobactéries peuvent étre en effet perturbées par des variations du niveau d’eau ou des
mouvements de brassage internes du plan d’eau (Magnuson er al, 2000 ;
Weyhenmeyer ef al., 2001).

» Le broutage par le zooplancton

Le zooplancton se nourrit des autres micro-algues, ce qui favorise d’autant plus les
cyanobactéries (Monestier et al., 2006).

» Le réchauffement climatique

Le réchauffement climatique semble agir comme un catalyseur favorisant les proliférations des

cyanobactéries partout dans le monde (Magnuson et al., 2000 ; Weyhenmeyer ef al., 2001).

3.9.4. Phénomeéne d'eutrophisation et prédominance des cyanobactéries

L’eutrophisation est un processus de transformation, de vieillissement des lacs qui s'explique
par la prolifération des plantes aquatiques et des algues. Ce phénomene est causé par un apport
excessif en éléments nutritifs (soit naturel par remontée en surface des sels nutritifs du fond,
soit accidentel par lessivage, dii a la pluie, aux engrais agricoles) (Silvano et al., 2005), qui
conduit a la modification du milieu aquatique touché.

L'eutrophisation a donc comme conséquence l'apparition de fleurs d'eau cyanobactériennes
(Sigee et al., 2005). Enfin, les cyanobactéries sécretent des sidérophores leurs permettant de
capturer les ions Fe*" environnants et de limiter ainsi la croissance des éventuels compétiteurs
(Castenholz et al., 2001). Les populations cyanobactériennes finissent donc par dominer le

phytoplancton du lac eutrophe (Figure 10).
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matiéres nutritives (azote, phosphate...)

1.

bactéries eau sans oxygéne  algues putrides

dépot d’algues mortes couche importante de dépots
Figure 10 : Prédominance des cyanobactéries d’un lac eutrophe.

3.9.5. Effets indésirables de la prolifération des cyanobactéries
Quand les proliférations sont massives, les effets indésirables sont multiples :

Environnement et cadre de vie

» Modification de I’aspect de la ressource par une coloration inhabituelle (bleu, rouge ou
verte), des irisations en surface et/ou des masses d’écume se déplagant au gré des vents.

» Nuisance olfactive lors de la décomposition de la prolifération.

» L’eutrophisation des rivieres et des lacs qui se traduit par une modification de la
transparence et de la coloration des eaux due a la prolifération d’algues
(Carmichael et al., 1993).

Organismes du milieu

» Perturbation de la biodiversité de I’écosystéme et des réseaux trophiques aquatiques.

» Mortalité de poissons par intoxication ou diminution de la teneur en oxygéne de 1’eau.

» Mortalités d’oiseaux, par intoxication directe ou via leur alimentation (mollusques,
poissons...)

» Intoxication d’animaux domestiques ou sauvages par abreuvement a proximité

d’écumes toxiques (chiens, vaches, moutons...) (Carmichael et al., 1993).

4. Les cyanobactéries, des productrices de toxines
4.1. Généralités
Les cyanobactéries peuvent produire une grande variété de métabolites secondaires, dont des

toxines « cyanotoxines » (Funari et al., 2008). Ces cyanotoxines sont des métabolites
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ubiquitaires, généralement liées a la présence de fleurs d'eau cyanobactériennes
(Edwards et al., 2009). Toutefois, c'est pendant les floraisons cyanobactériennes que les
concentrations de cyanotoxines sont les plus fortes (Sigee ef al., 2005).

Le nombre de genres cyanobactériens producteurs de cyanotoxines est évalué a 40 genres (Van

et al., 2007).

4.2. Types de cyanotoxines

C’est lors de la lyse des cyanobactéries (provoquée lors du traitement de 1'eau, ou naturelle lors
de la sénescence des cellules) que le risque se manifeste réellement. Les cyanotoxines sont alors
abondamment libérées dans le milieu, augmentant dangereusement sa concentration en
cyanotoxines (Dyble ef al., 2008).

On distingue deux grands groupes de cyanotoxines : les cytotoxines, et les biotoxines (Jaiswal

etal.,2008).

4.2.1. Les cytotoxines

Les cytotoxines, parfois appelées composés bioactifs, sont des peptides cycliques ou
aliphatiques, et ont une forte activité cytostatique et parfois méme une capacité a inhiber
spécifiquement certaines tumeurs alors que d'autres, comme la lyngbyatoxine les favorisent
(Jaiswal et al., 2008).

Bien que certaines d'entre elles soient tout de méme responsables d'irritations cutanées ou de
dermatites, Les cytotoxines sont généralement étudiées non pas pour leur toxicité vis-a-vis des
vertébrés, mais pour leurs propriétés anti inflammatoires (Mayer et al., 2005) antifongiques
antibactériennes, anti-algales (Jaiswal et al., 2008 ; Humpage et al., 2008) et méme anti-

tumorales (Nagarajan et al., 2012). (Tableau 3)

18



Rappel Bibliographique
e

Tableau 3 : Détermination des composés bioactifs ou « cytotoxine », extraits de cyanobactéries
(Abarzua et al., 1999 ; Burja et al., 2001).

Speoes of qandbactena Bioactve compounds Balogeal activity Referznces
Family csdillatoriacese
Lynighya majusculs Malymgolide Antibacterial Burz of al (2001}
Lyngyatomns FKE actratar {Shimzy 2003}
Debromoaplysaton Inflammatary
Cuwracin A Microtubuin assembly mhitorns
Kalktoxm Sodium channel blocker
Cyclic poypeptide Anti-HI activity Raeay and Xu (2004}
L Ggerhami Sulpholipid Anti-HV actity Riajeaw and Xu {2004}
O iliztoria rmor Acetylated sulfogiyco-lipids Antiniral Reshet et al (1997}
Phomidium tenue Galactosyidansin oerals Antalgal Murakami & al {1997}
AnteHIV Rajeay and Xu {2004}
Pharmidium p. Thermeetabie enzymes Catalyss of readtions Pechuls of al (2001}
Spiruling platenss Spinulan Antrra Hayashi et al (1991)
amma linmeni acid Predecessorat amchidonic sod — Caohen (1999)
Vitamin B and E Antimidants and coenzymes Plavsc et al (2004)
Family felacese
Hela meqinse Camzetatin Antitungal Bura o al (2001}
Famiy nostoceae
Nestoc spongiasfame Nastorme A Antialgal Hirata et 2l {1996
N commune Nostodiane Antifungs! Bhadury and Wright (2004}
Nestoc sp, Nestorycamids Antifungal Moare et al (1988}
N lnckiz Cyanobactern LU Antizigal Gromoy 2t al (1991)
N insulgre Norharmane Antibacteral Vaolk and Furkert (2006}
N sphaencum indolocarhazoies Antira Cohen (1999)
Anshaena arinals Anatoin-a Inflammatary Rizjeay and Xu (2004)
Family Svtonemacese
Scytanema hatmann) Cyanohacterion Artizlgal Aharruz at al (1999)
§ acalztum Taolytoxn Antitungal Pstterson and Carmeli {1992}
Piytoaiesm Pattersan and Bols (1997)
£ peudchaimanni Soytophycins Antifungal Bura of al (2001}
Famiy micochagtacess
Tolypatfiriv tenuis Toyacamycin Antitungal Banker and Carmel (1998)
T tjipanasensss Tiipanazols Antitungal Baryouklian et al {1991)
Famiy stipanemataceae
Fischerella muscrol Fherzlin Antialgal, antifungal Diahms et al (2006}
Hapalogphon fontinais Hapalindoke Antitungal Bura & al (2001}
Family mersm Freas
Gomphosphasna poning Apanin Antialgal Bhadury and Wright (2004)
Family chroocoocaceas
Microcysts aerugingss Fawaguchipeptn B Antibacterial Diahms et al (2006}
Synechogysts 3. Naenonas A-C Antitum aural Nagle and Gemwick (1995}
Snechomooous elongates Thermeetable ennyme Catalyss of readtions Ohto & al (1999}
Thermasynechorocas ebongatus BP-1 - Thermastable polyphoshate kinse  Production of dipeptides Sato et al (2007}

4.2.2. Les biotoxines

Les biotoxines sont des poisons produits par les activités métaboliques des cyanobactéries, et qui

sont libérés lors de la lyse cellulaire. Elles sont nommées biotoxines car leur activité toxique

est testée sur ’animal (Hasley et al., 1993).

Elles sont classées selon leur structure chimique en trois familles (les peptides cycliques, les

alcaloides et les lipopolysaccharides) ou selon leur mode d'action. On distingue alors les
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neurotoxines, les hépatotoxines et les toxines irritantes (Funari ef al., 2008 ; Humpage ef al.,

2008).

4.2.2.1. Les hépatotoxines

Ce sont les cyanotoxines les plus fréquemment rencontrées, produites par des souches de
Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria et Nostoc (Hasley et al., 1993). Des bioéssais
en laboratoire ont montré que ces toxines provoquent a court et a long termes des altérations de
la structure des cellules du foie, des insuffisances hépatiques et peuvent étre a I’origine de
cancers du foie (inhibition des phosphates et augmentation des phosphorylations (Brient ez al.,

2002).

4.2.2.2. Les neurotoxines

Moins fréquentes que les hépatotoxines, elles sont des alcaloides regroupés en deux familles,
les anatoxines et les saxitoxines (Brient et al., 2002). Ces toxines sont trés puissantes et
provoquent la mort de nombreux animaux par paralysie du systéme respiratoire (Mahmood et
al., 1987, Feuillad et al., 1992; Sivonen et al., 1999; Briand et al., 2003; Ballot et al., 2004).
Elles sont produites par les cyanobactéries du genre Anabaena, Aphanizomenon, Lyngbya,

Oscillatoria et Planktothrix (Araoz et al., 2010).

4.2.2.3. Les dermatotoxines

Elles peuvent é&tre des alcaloides comme les lyngbyatoxines, mais aussi des
lipopolysaccharides. Ces toxines sont produites par les cyanobactéries du genre Lyngbya,
Planktothrix et Schizothrix. Par fixation sur les membranes cellulaires, elles sont a 1’origine de
dermatites, d’irritations oculaires, cutanées et semblent étre des activateurs de tumeurs de la

peau chez ’homme (Sivonen ef al., 1999 ; Rzymski ef al., 2012).

4.3. Description de quelques genres de cyanobactéries

Les cyanobactéries sont des organismes de petite taille, de couleur et de forme variée, présents
dans tous les milieux (Carmichael er al., 1992 ; Sivonen et al., 1999). La classification
botanique d’Anagostidis et de Komarek (1985-1989) met en évidence les quatre ordres
suivants : Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales et Stigonematales (Figure 8). On peut

citer certains genres qui sont les plus dominants dans les eaux douces.
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Genre Pseudanabaena

Pseudanabaena sp se présente sous forme de trichome droit avec des cellules isodiamétriques
ou cylindriques (1-3 pm), mobiles, sans gaines et non ramifiés, avec des constrictions au niveau
des cloisons. La reproduction s'effectue par fission binaire. Les cellules possedent des vacuoles
a gaz polaire mais ne possede pas d’akinetes ni d’hétérocystes. (Janse van Vuuren S et al., 2006)
Le taux de G+C est entre 42 a 48%.

Parmi les especes les plus fréquentes on trouve Pseudanabaena catenata, Pseudanabaena

limnitica.

Genre Oscillatoria

Oscillatoria sp se présente généralement sous forme de trichome droit, les cellules ont une
forme en disque (L : 0.8-26 um x I : 0.6-60um) et ne sont pas séparées par des constrictions
profondes selon les especes, le trichome est unisérié, non ramifié, toujours mobile et la
formation de la gaine n'est jamais prononcée. (Serediak ez al., 2011). La reproduction s'effectue
par rupture du trichome. (Janse van Vuuren S ez al., 2006). Le taux de G+C est entre 40 a 50%.

Parmi les especes les plus fréquentes on trouve Oscillatoria amophibia, Oscillatoria chlorina.

Genre Anabeana

Les formes hétérocystées présentent exclusivement des fausses ramifications, les cellules
végétatives sont de formes sphériques, ovoides ou cylindriques (Steinitz Kannan ez al., 2013).
Les trichomes sont mobiles ou immobiles. Les hétérocystes sont intercalaires ou terminaux, la
position des akinétes est variable. La cellule terminale est conique (forme mobile) ou
indifférenciées (forme planctonique). Des vacuoles de gaz sont parfois présentes. La
reproduction s’effectue par rupture des trichomes au hasard et par germination des akinetes.

(Janse van Vuuren S et al., 2006). Le taux de G+C est entre 38 a 44%.

Genre Microcystis sp

Microcystis sp est parmi les formes planctoniques unicellulaires qui se reproduisent par division
binaire en 03 plans. Les cellules sont sphériques ou en forme de batonnets courts, les vacuoles
a gaz sont habituellement présentes (Steinitz Kannan M ez al., 2013). Le taux de G+C est entre
39 a 45%. Ce genre synthétise des toxines de nature peptidiques (microcystines). Le genre
Microcystis est distribué a travers tous les continents et est le plus communément associé¢ aux

fleurs d’eau toxiques. L’espece type est Microcystis aeruginosa (Crayton M A, 1993).
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Figure 11 : Récapitulatif des cyanobactéries fréquemment rencontrés (Silvano, 2005).

5. Généralités sur les microorganismes

5.1. Les microorganismes pathogénes

Les microorganismes pathogeénes sont des microorganismes qui possédent des caractéristiques
spécifiques leur permettant de déclencher une infection. Ces caractéristiques représentent les
facteurs de virulence : les toxines, les hémolysines et les systémes chélateurs de fer (Chouder,

2006).

5.2. Quelques souches pathogénes

5.2.1. Escherichia coli

C’est un bacille a Gram négatif, non sporulés, de 2,5 pm de long et 0,6 um de large, anaérobie
facultatif, parfois mobile possédant des cils péritriches et flagelles, présente dans l'intestin des
étres humains et de certains animaux, en particulier les ruminants (Blanc et al.,, 2006). Ces
bactéries sont, glucose positif, H>S négatif, lactose positif, mannitol positif, sorbitol positif, B-
galactosidase positive, uréase négative et indole négative (Nicklin, 2000).

E. coli est un type de bactérie vivant normalement dans les intestins des étres humains et des

animaux. Cependant, certains types de bactéries peuvent causer une infection intestinale (Blanc

et al., 2006).

22



Rappel Bibliographique
L

Les symptomes d'infection intestinale incluent la diarrhée, les douleurs abdominales et la ficvre.
Les cas les plus graves peuvent causer de la diarrhée sanguinolente, de la déshydratation ou une
insuffisance rénale. Les personnes dont le systtme immunitaire est affaibli, les jeunes enfants
et les personnes agées sont plus susceptibles de subir ces complications. E.coli est responsable
des infections urinaires et méningites, elle est également responsable d'infections nosocomiales.
C'est la bactérie pathogeéne la plus fréquemment retrouvée. Tendance vers l'acquisition de

résistance aux antibiotiques (Blanc ez al., 2006).

5.2.2. Staphylococcus aureus

Appartient a la famille des Enterobacteriaceae, ¢’est une bactérie a Gram positif, immobile, non
sporulé regroupés en diplocoques, en tétrades ou en amas, irréguliers (Robert, 2013). Ces
bactéries sont : catalase positif, oxydase négatif, glucose positif, coagulase positif, mannitol
positif et la majorité des S. aureus sont capsulés mais ils peuvent perdre leur capsule apres
culture (Callon, 2008). C’est I’espeéce la plus pathogéne du genre Staphylococcus, elle est
responsable d’intoxications alimentaires, d’infections localisées suppurées et dans certains cas
extrémes de septicémies physiques.

Le staphylocoque doré est fréquemment impliqué dans les infections nosocomiales, qui sont
contractées dans un établissement de santé. Cette situation est due a la sélection naturelle des
germes dans 1'écosystéme hospitalier, Dans les hopitaux, le risque de transmission du
staphylocoque doré est majoré par l'utilisation de différents équipements médicaux
aiguilles, sondes, canules, cathéters, drains....etc. Les patients s'exposent notamment au risque de

transmission du staphylocoque doré multirésistant (Nicklin, 2000).

5.2.3. Proteus vulgaris

Proteus vulgaris appartient a la Famille des Enterobacteriaceae. Germe commensal du tube
digestif. Bacille trés mobile, aéro-anaérobie, a Gram négatif, de 1 a 80 um de longueur, oxydase
négatif, nitrate positif, qui fermente le glucose et qui envahit la surface des milieux
gélosés. gélatinase positive, indole négatif, TDA positif, uréase positive, HoS positif, ONPG
négatif, ODC négatif (Farmer J. J et al., 1985).

Les especes du genre Proteus sont largement répandues dans la nature et elles sont isolées du
sol, de I’eau, de I’intestin de I’homme et de nombreuses especes animales (Nicklin, 2000).
Cette bactérie est connue pour causer des infections nosocomiales. Plus un pathogene
nosocomial reste sur une surface, plus il peut étre une source de transmission. Ils sont aussi
observés dans les voies urinaires hautes (siege fréquent de 1’infection) et peuvent entrainer des
urolithiases (formation de pierres dans le rein ou la vessie), des cystites et des pyélonéphrites
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aigués. Cette bactérie a été aussi signalé dans le cas de septicémie et d’infection des plaies

(Hickman et al., 2010).

5.2.4. Enterobacter aerogenes

Appartient a la famille des Enterobacteriaceae. en forme de tige ,Ce sont des bacilles a Gram
négatif généralement mobiles, lactose positif, catalase positif, citrate positif, indole
négative (Fauchere et al., 2002).

Les especes du genre Enterobacter, en particulier Enterobacter cloacae et Enterobacter
aerogenes, sont des pathogeénes responsables d'infections nosocomiales diverses
(Lachassinne et al., 2004). Enterobacter aerogenes peut causer des infections dans de
nombreuses parties du corps humain. Il est souvent une cause d'infections des voies
respiratoires inférieures, y compris la pneumonie. Il peut également provoquer des infections
de la peau et des tissus sous-jacents. Il peut causer aussi la cellulite, fasciite, abces ou infections
de plaies post-opératoires. Il peut atteigne le sang (bactériémie), et peut conduire a une
septicémie. Rarement, la bactérie peut atteindre le liquide céphalo-rachidien, conduisant a la
méningite. E. aerogenes se trouve généralement dans le tractus gastro - intestinal humain et ne

cause généralement pas de maladie chez les individus sains (Nicklin, 2000).

5.2.5. Klebsiella pneumoniae

La Klebsiella pneumoniae appartient a la famille des Enterobacteriaceae, bacille a Gram
négatif, immobile, aéro-anaérobie donnant des colonies d’aspect muqueux, ONPG positive, VP
positive, oxydase négatif, nitrate réductase positif, H»S négatif, ODC négatif, urease positive,
TDA négatif, glucose positif (Farmer J. J e al.,1985).

Germe commensal du tube digestif et des voies aériennes supérieures, K. pneumoniae est
fréquemment isolée de 1I’environnement (eaux usées, sol...etc.) et de la flore commensale des
mugqueuses et des voies respiratoires supérieures.

Elles sont fréquentes dans les selles et peuvent étre un indicateur d'une contamination fécale.
Elles sont abondantes dans le sol, les eaux et sont des fixateurs de 1'azote atmosphérique.
Germe opportuniste, il est impliqué dans des infections respiratoires (pneumonies, abces
pulmonaires, pleurésies), des infections intestinales et infections urinaires (Gopi ez al., 2008).
Elle a un effet cytotoxique sur les épithéliums des voies aériennes et peut étre responsables
d'infections nosocomiales. Il peut étre également a 1’origine d’infection des voies biliaires et
des plaies chirurgicales. Il est responsable de rhinosclérome qui est une maladie moins fréquente

mais également causée par des bactéries proches de Klebsiella pneumoniae (Gopi et al., 2008).
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5.2.6. Salmonella typhimurium

Les Salmonella typhimurium sont des entérobactéries, bacille 2 Gram négatif, mobiles pour la
plupart  (ciliature  péritriche), aéro-anaérobies  facultatifs, oxydase négatif ,  Salmonella
typhimurium provoque une gastro - entérite, qui est souvent simple et n'a pas
besoin d'un traitement, mais peut étre sévere chez les jeunes, les personnes agées et les patients
ayant un systéme immunitaire affaibli (Evins ez al., 1989). C’est le sérotype le plus important
de salmonellose transmise de 1'animal a I’homme dans la plupart des régions du monde. Chez
les souris S. typhimurium provoque des symptomes ressemblant a la fievre typhoide chez les

humains. L'étude de ces bactéries chez les souris pourrait éventuellement mener a un vaccin

contre la typhoide (Wray et al., 1978).

5.2.7. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif du genre Pseudomonas. Les bacilles
sont fins, droits et trés mobiles grace a un flagelle polaire : ciliature monotriche, dépourvus de
spores et de capsules. Ils apparaissent la plupart du temps isolés ou en diplobacilles.
(Gaby et al., 1957).

Cette bactérie préfere les milieux humides et on la trouve quelquefois au niveau de la peau, de
l'appareil respiratoire supérieur, de l'oreille externe et du tube digestif chez l'individu sain.
Germe ubiquitaire, vivant dans les sols et en milieu humide (nuages, robinets, bouchons), elle
est avec d'autres bactéries a Gram négatif de plus en plus souvent responsable d'infections
nosocomiales. Ce terme concerne tout ce qui est relatif aux hopitaux (Rene, 2012).

Plus généralement, il est employé pour une maladie contractée lors d’une hospitalisation. C'est
l'une des bactéries les plus difficiles a traiter cliniquement. Le taux de mortalité atteint 50 %
chez les patients immunodéprimés.

Les formes de pathologic qu'elle engendre sont diverses : infection de  1'eeil, plaies
(surtout bralures et plaies opératoires), des urines (surtout aprés sondages), gastro-intestinales et
des poumons (par exemple apres bronchoscopie), des méningites d'inoculation,
des septicémies comme stade terminal d'infections graves ou complication chez des malades
soumis a un traitement immunodépresseur, des leucémiques, etc. Elle induit facilement des
infections systémiques chez les immunodéprimés (par une chimiothérapie ou par le sida) et chez

les victimes de brilures et de fibrose kystique (mucoviscidose) (Rene, 2012).
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5.2.8. Candida albicans

Candida albicans est 'espece la plus importante et la plus connue du genre Candida. La culture
de Candida albicans sur gélose sang ou Sabouraud apparait sous forme de colonies crémeuses de
couleur blanc créme. Les criteres d’identification de cette espece sont : le test de germination
positif, test chlamydospore positif, uréase négative sur milieu Christensen. (Pebret, 2003).

Au niveau morphologique, cette levure peut mesurer de 3 a 15 pm, et est caractérisée par un
polymorphisme qui lui permet de se soustraire aux défenses liées a I’immunité cellulaire.
Candida albicans est un champignon microscopique, habituellement inoffensif et que nous
retrouvons sans effet pathologique, au niveau des voies génitales, du tube digestif, de la bouche
et sur la peau (Christian, 2013). Dans certains cas, il peut devenir pathogeéne et provoquer
une candidose, une infection fongique lorsque ce champignon atteint des organismes fragilisés
dont les défenses immunitaires sont diminuées, comme chez les personnes porteuses du virus
du SIDA ou les patients sous traitement immunosuppresseur (dans le cadre de traitements pour
des cancers ou apres une greffe). Généralement, les 1ésions causées par le Candida albicans sur
les muqueuses ou la peau sont sans gravité. Mais elles peuvent étre plus graves lorsqu'elles
atteignent les visceres digestifs ou les poumons ; dans les cas extrémes, une septicémie a Candida
albicans est possible et de pronostic sévere. (Davet, 1996).

Une candidose est une infection fongique causée, cette infection peut s'avérer fatale quand elle
atteint la circulation sanguine ou des organes vitaux comme le cceur, mais il s'agit de cas rares,
méme lorsqu'il s'agit de personnes dont le systéme immunitaire est affaibli, et encore plus rares
quand elle touche des personnes en bonne santé. La candidose est néanmoins une source
constante d'inconvénients, et parfois une menace grave pour les personnes atteintes du SIDA et
pour certains patients atteints d'un cancer qui n'ont pas les ressources immunitaires nécessaires

pour lutter contre cette infection (Christian, 2013).

5.2.9. Aspergillus Niger

Aspergillus Niger est un champignonet l'une des especes les plus communes du
genre Aspergillus . L’ Aspergillus Niger est cosmopolite et d’occurrence trés commune, il se
développe sur la mati¢re organique en conditions aérobies (Pebret, 2003). Cette espéce est un
contaminant commun sur les divers substrats, il est trouvé dans le sol, dans le compost et sur la
maticere végétale en décomposition, il peut méme se trouver sur les sols glacés et dans les
environnements marins, mais il préfére habituellement les sols secs et chauds (Pebret, 2003).
A. Niger est moins susceptible de provoquer une maladie humaine que d'autres espéces

d'dspergillus. Dans des cas extrémement rares, les humains peuvent devenir malades, mais cela
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est di a une maladie pulmonaire grave, 1' aspergillose , qui peut se produire. L'aspergillose est
en particulier, fréquent chez les horticoles travailleurs qui inhalent la tourbe poussiére, qui peut
étre riche en spores d'Aspergillus. Il est trouvé dans les momies des anciennes tombes
égyptiennes et peut étre inhalé quand ils sont perturbés (Christian, 2013). 4. Niger est I'une des
causes les plus fréquentes d’otomycoses (infections fongiques de I'oreille), ce qui peut causer
des douleurs, une perte auditive temporaire, et dans les cas graves, des dommages au canal
de l'oreille et de la membrane tympanique. Il peut provoquer une maladie appelée
la moisissure sur certains fruits et légumes comme les raisins, les abricots, les oignons et les

arachides, et il est un contaminant commun de la nourriture. (Pebret, 2003).

5.2.10. Aspergillus flavus

Aspergillus  flavus est une espece de champignon ascomycete, thermopréférante et
osmopréférante. Bonne croissance sur milieux de culture a 25°C. Aspergillus flavus est le
principal producteur d'aflatoxines B1 (la plus importante), B2, G1 et G2. L'aflatoxine B1 est
actuellement considérée comme le plus important agent carcinogene d'origine naturelle connu.
Cet Aspergillus est particulicrement fréquent dans les régions chaudes et humides du globe
(zones tropicales et sub-tropicales) (Pebret, 2003).

Cette moisissure est trés cosmopolite (sol, matieres organiques en décomposition, graines
d'oléagineux, céréales). Elle est particulierement abondante sur les arachides et ses dérivés, on
la retrouve également dans les régions tropicales sur les niébés (haricots du Sénégal) et le riz.
Il est souvent isolé du sol, des végétaux, des graines (il contamine les graines d'arachides et les
rend impropres a la consommation car il sécréte des aflatoxines qui sont cancérigenes).

Chez I'homme il peut, comme A. fumigatus provoquer une pathologie pulmonaire, des kératites,
des infections de la sphére oro-pharyngée. (Davet, 1996).

Aspergillus flavus provoque des allergies pulmonaires, des infections pulmonaires pouvant étre
invasives chez I'immunodéprimé, des kératites, des infections des sinus et des otomycoses.

(Davet, 1996).
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1. Présentation de la zone d’étude

1.1. Lac Sidi Mohamed Ben Ali

Le lac Sidi Mohamed Benali est situé a 1,7 km au nord de Sidi Bel Abbés (34°14' Nord et
0°38' Ouest), sur un plateau a 460 m d'altitude. Il est considéré comme 1'une des plus
importantes réserves naturelles de I’Ouest algérien (Kerfouf ez al., 2006).

La capacité portante du lac SMB est de 3.000.000 m? avec une superficie maximale de 45
ha et une profondeur comprise entre 30 et 15 m. L’origine de 1’eau est une déviation d’une
partie des eaux de crues de I’Oued Mekerra vers le barrage Sarno au moyen d’un ouvrage de
dérivation d’une capacité de 2.5 m®/s. La température maximale atteint les 33 °C en période
estivale, alors qu’en hiver la température minimale est de 5 °C (Boudiffa ez al., 1993). Le lac
SMB a pour rdle la décantation des eaux de crues de I’oued Mekerra et le soutien au barrage

Sarno (Bendjelloul ez al., 2005).

1.2. Barrage Sarno

Le barrage Sarno se trouve a 16 km au nord de la ville de Sidi Bel Abbes, situé¢ a 3.5 km du
confluent de Ioued Sarno et & 2.5 Km de Sidi Hamadouche. Le barrage est destiné a
I’alimentation en eau potable et a I’irrigation avec une capacité de 22 hm?. La moyenne des
températures minimales est de 7°C et celle des températures maximales varie entre 29 et 35 °C
(Reguieg et al., 2013). La superficie retenue du barrage Sarno est de 3000 ha avec un débit

annuel estimé a 10 millions m? et une Capacité emmagasinée de 22 millions m®.
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Figure 12 : Image satellite du barrage Sarno et du lac Sidi Mohamed Benali

(Google Maps, 2016).
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2. Echantillonnage

Le prélevement d’un échantillon d’eau est une opération délicate a laquelle le plus grand soin
doit étre apporté ; il conditionne les résultats analytiques et I’interprétation qui en sera donnée
(Rodier et al., 2009).

Les prélévements sont effectués a partir de deux sites (eaux douces du lac SMB, du barrage
Sarno). Avant de choisir la station de I’échantillonnage, une reconnaissance visuelle est
effectuée afin de permettre de détecter des informations indispensables telles que la couleur de
I’eau, la direction du vent, la présence de fleurs d’eau ou toutes autres observations pertinentes
(mauvaises odeurs...). Le prélevement de 1’eau douce de surface du lac de SMB est effectué au
centre du lac a une profondeur de 4.5 m. Cependant, le prélévement de I’eau du barrage Sarno
est effectué¢ au bord. L’échantillonnage est réalisé dans la matinée, car les cyanobactéries se

déplacent en fonction de la lumiere.

Figure 13 : Présentation de la station d’échantillonnage de 1’eau du lac SMB (A) et du

barrage Sarno (B).
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2.1. Techniques de prélevement

Deux types de prélevements sont effectués

2.1.1. L’isolement des cyanobactéries

Les prélévements sont effectués dans des flacons en verre stériles a une profondeur de 50 cm.
Le remplissage et la fermeture immédiate des flacons se font sous la surface de I’eau.
Les flacons sont remplis a environ 80 % pour que le jeu d’air permettre le brassage adéquat de
I’échantillon. Le prélévement d’eau en profondeur s’effectue a 1’aide d’une bouteille avec un
bouchon en liege dans laquelle un pois est fixé au-dessus pour permettre a la bouteille d’étre

plongé profondément.

2.1.2. Prélevement pour les analyses physico-chimiques

Les prélevements sont effectués dans des flacons en plastiques des eaux minérales (de capacité
1,5 L). Les flacons sont rincés 3 fois successives avec de l'eau qu’ils doivent contenir. Les
flacons sont munis d’une étiquette comportant la codification suivante Exemple : SMB- Site 1-
07/07/2014 (Silvano et al., 2005).

Une fiche de terrain est élaborée, contenant les données suivantes ; la date et 1’heure du
prélevement, les données météorologiques, la surveillance des fleurs d’eau, la profondeur du
disque de Secchi (Brient, 2004). Un exemple de fiche de terrain en date du 07 juillet 2014 est

présenté en annexe 3.

3. Mesure des paramétres physico-chimiques

Au cours de I’échantillonnage des parameétres physico-chimiques sont mesurés :

3.1. La température

La température joue un role majeur dans la répartition des especes et des communautés d’étre
vivants dans le milieu naturel, et du contréle de la respiration, ainsi la croissance et la
photosynthese (Rodier ef al., 2009). Les mesures de la température sont réalisées in situ au
moment de 1'échantillonnage, un thermometre est plongé dans 1’eau, pour une durée égale au

moins 3 minutes afin de stabiliser la température.

3.2. La conductivité

Elle permet de mesurer la capacité de I’eau a conduire le courant entre deux électrodes. Elle
permet donc d’apprécier la quantité des sels dissous dans I’eau. Une conductivité élevée traduit
le plus souvent une salinité élevée (Rodier et al., 2009). Les mesures de la conductivité sont

effectuées a ’aide d’un conductimétre.
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3.3. LepH

Le pH en milieu aquatique est essentiellement fonction de la composition chimique de la
solution aqueuse et de 1’activité des organismes (I’activité de certains organismes peut varier
d’une maniére exceptionnelle en fonction du pH de I’eau) (Lechlok et al., 2014).

Les mesures du pH sont effectuées a 1’aide d’un appareil multiparamétre HACH. L’opération
consiste a faire plonger la sonde dans I’eau puis attendre quelques secondes avant de lire les

résultats apres stabilisation de 1’affichage de la valeur sur 1’écran.

3.4. La zone euphotique

La zone euphotique est la zone aquatique comprise entre la surface et la profondeur maximale
d’un lac, exposée a une lumicere suffisante pour que la photosynthese se produise.
La profondeur de la zone photique peut étre grandement affectée par la turbidité saisonniere.
Elle est mesurée avec un disque de Secchi. Pour ce faire, on fait descendre le disque dans 1’eau
et on note la profondeur a laquelle le disque disparait a la vue. On prend au moins deux mesures
a chaque site ou station d’échantillonnage et on estime la profondeur optique selon la moyenne
de ces deux mesures. Idéalement, la mesure effectuée au moyen d’un disque de Secchi doit étre

exactea+ 1 cm.

Figure 14 : Mesure de la profondeur de la zone

photique du lac SMB.

32



Matériels et Méthodes

4. Transport et conservation des prélevements
Les échantillons prélevés sont conditionnés a 1’obscurité et a faible température afin d'éliminer
la prolifération d’espéces indésirables. Le transport est effectué dans une glaciére a une

température de 4°C, les échantillons sont conservés au réfrigérateur (Claisse et al., 2007).

5. Dosage des éléments nutritifs

Les techniques du dosage des différents éléments nutritifs sont réalisées selon la norme
internationale relative a la qualité¢ des eaux décrites par ISO (International Organisation for
Standardization) (ISO/TC 147,1994). Les concentrations en mg/l des €léments dosés sont

calculées d’apres les courbes étalonnages établies.

5.1. Dosage des nitrites (NO2)

Dans le cycle de I’azote, les ions nitrites sont des intermédiaires entre 1'azote ammoniacal et les
ions de nitrate. Les concentrations généralement trouvées dans les eaux douces varient entre 0
a quelques micromoles d'azote nitreux par litre (Aminot ef al., 1983). Cette technique est basée
sur la réaction des ions nitrites présents avec le réactif amino-4 benzéne sulfonamide en
présence d’acide orthophosphorique afin de former un sel diazoique, qui donne un complexe
de coloration rose avec le dichlorhydrate de N-(naphtyl -1) diamino-1.2 éthane.

Cette coloration est mesurée a une longueur d’onde de 540 nm a 1’aide d’un spectrophotometre
(Hill, 1991). Le dosage du taux de NO» est effectué par ringage du récipient avec I’eau préfiltrée,
destinée pour les analyses. Un volume de 50 ml d’eau est ajouté a un volume de 1 ml du réactif
R1 et un volume de 1 ml du réactif R2. Le mélange est homogénéisé, incubé a une température
ambiante pendant 10 minutes. La lecture est effectuée a une longueur d’onde de 540 nm a l'aide

d'un spectrophomere.

5.2. Dosage des nitrates (NO3)

Les nitrates représentent la forme oxydée stable de 1’azote en solution aqueuse et entrent dans
le cycle de l’azote comme support principal de la croissance du phytoplancton
(Gaujous, et al., 1995). Cette technique trés sensible est basée sur la réaction des nitrates avec
le diméthyl-2.6phénol en présence des acides sulfuriques et phosphoriques, traduite par la
production du nitro-4 diméthyl-2.6 phénol de couleur rose crevette.

Cette coloration est mesurée a une longueur d’onde de 324 nm a 1’aide d’un spectrophotometre
(Mesplede et al., 1983). Le dosage du nitrate est effectué par ringage du récipient avec 1’eau
préfiltrée, destinée pour les analyses. Un volume de 2 ml d’eau est ajouté a un volume de 14 ml

du mélange acide et un volume 2ml de Diméthyl-2.6 phynol. Le mélange est homogénéisé,
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incubé a une température ambiante pendant une période comprise entre 10-60 minutes. La

lecture est effectuée a une longueur d’onde de 324 nm a l'aide d'un spectrophotomere.

5.3. Dosage d’azote ammoniacal (NHy)

L'azote ammoniacal provient des excrétions animales et de la biodégradation des composés
organiques azotés, utilisés par le phytoplancton comme source d'azote (Gaujous et al., 1995).
Cette technique est basée sur la mesure 1'absorption de composé bleu formé lors de la réaction
de I'ammonium avec les ions salicylate hypochlorite, en présence de nitropentacyanoferrate
(ITI) de sodium (niltroprussiate de sodium) a une longueur d’onde de 665 nm a l'aide d'un
spectrophotomeétre. Le dosage de 1’azote ammoniacal est effectué par ringage du récipient avec
I’eau préfiltré, destinée pour les analyses. Un volume de 100 ml d’eau est ajouté a un volume
de 5 ml du réactif R1 et un volume de 5 ml du réactif R2. Le mélange est homogénéisé, placé
a I’abri de la lumicre a température ambiante, pendant un intervalle de temps de 6 heures. La
lecture est effectuée a une longueur d'onde de 665 nm apres 24 heures d'incubation, lors de

l'apparition des troubles visibles.

6. Fabrication d'un incubateur de culture des cyanobactéries

L'absence d'un incubateur approprié, équipé¢ d’une source de lumicre indispensable pour les
cultures des cyanobactéries au sein de notre laboratoire de recherche, nous a conduit a
développer une conception de construire notre propre ¢tuve d'incubation.

A cet effet, nous avons congu un incubateur de 100 cm de long, de 60 cm de large et de 60 cm
de hauteur avec une paroi intérieure et extérieure en polychlorure de vinyle (PVC), muni d'une
source de chaleur, de refroidissement et de lumiére avec une intensité lumineuse de 2000
lumens. Une couche de laine de verre est introduite entre les deux parois, afin de maintenir la
température comprise entre 25 et 26°C durant la période d'incubation. L'incubateur renferme
un régulateur de temps qui permet une incubation photopériodique de 12 heures d’alternance

entre la lumiére et 'obscurité.

34



Matériels et Méthodes

Figure 15 : Présentation d’un incubateur de cyanobactéries,

isolées a partir des eaux douces.

7. Isolement et purification des cyanobactéries

L’isolement des colonies de cyanobactéries s’effectue généralement par étalement des dilutions
décimales des échantillons d'eau sur des boites de Pétri, contenant un milieu de culture BG11
gélosé, incubé a une température de 25°C pendant un intervalle de temps de 12 heures
d’alternance entre la lumiére et l'obscurité. Des repiquages successifs permettent d'obtenir des
colonies pures. Les échantillons d’eau contiennent souvent une importante flore microbienne
et algale variée, dont leur croissance rapide empéche considérablement l'isolement des
cyanobactéries. (Stanier et al., (1971) ; Howard et al., (1973) ; Rippka et al., (1997) ; Rippka
et al., (1988) et Ferris et al., (1991) ont rapporté sur de nombreuses méthodes préconisées, qui
ont permis I'élimination de la prolifération des champignons et des bactéries et la réduction de
la proportion des chlorophycées et des diatomées. Ces méthodes sont basées essentiellement
sur l'utilisation des milieux de culture gélosé, additionnés d'antibiotiques et d'agents

antifongiques.

7.1. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture BG11 utilisé pour l'isolement des cyanobactéries est un milieu de culture
sélectif contenant les ingrédients suivants : du CO2 comme source de carbone (souvent sous
forme de carbonate de soude), du nitrate ou de I’ammoniac comme source d’azote, du sulfate,
du phosphate et une série de minéraux, ajustés a une valeur de pH 7,1 (Prescott et al ., 2003).
La solution de citrate de fer ammoniacal est préparée, le milieu de culture BG11 est additionné

de nystatine et streptomycine a des concentrations de (100 ug/l, de 0.05 g/l) respectivement.
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7.2. Isolement des cyanobactéries

7.2.1. Isolement des cyanobactéries par la méthode de filtration sous vide

Les échantillons d’eaux douces collectés sont filtrés par 1’utilisation d’un filtre millipore en
nitrate de cellulose de diametre 0.44 pum, le filtre est ensuite récupéré a I’aide d’une pince stérile
dans des conditions d’asepsie, déposé sur la surface du milieu de culture gélosé BGI11
(Figure 17). Les boites de Pétri sont incubées a une température de 25°C sous un flux lumineux
de deux tubes fluorescents d’une intensité¢ de 2000 lumens avec une photopériode alternée de
12 heures de lumiére et 12 heures d’obscurité pendant un intervalle de temps de 30 jours

(Figure 16).

7.2.2. Isolement des cyanobactéries par la méthode d’inondation

Cette méthode consiste a prélever un volume de 1 ml, a partir de la solution mere a 1”aide d’une
pipette stérile, introduit dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau physiologique afin d’obtenir
une dilution 10°!. Parallélement, un volume de 100 pl de la solution mére et des dilutions
décimales préalablement préparées sont ensemencés par la méthode d’inondation dans des
boites de Pétri contenant le milieu de culture gélosé BG11 (Figure 17).

Les boites de Pétri sont ensuite incubées a une température de 25°C en présence d'un flux
lumineux de deux tubes fluorescents d’une intensité¢ de 2000 lumens avec une photopériode
alternée de 12 heures de lumiere et 12 heures d’obscurité pendant un intervalle de 30 jours

(Figure 16).

Figure 16 : Isolement des cyanobactéries a partir de 1’eau du lac SMB et
du barrage Sarno, inoculées sur le milieu de culture BG11,
incubées a une température de 25 °C et en présence d'une

intensité lumineuse de 2000 lumens.

36



Matériels et Méthodes

Y

Echantillon - -

1

Filtration sous vide ' ' I Dilutions

SM 10! 1072
Filtre [nitrate de Cellulose 0.44 um]
Dépot du disque sur la surface de la gélose Ensemencement par inondation
— (i I e I — VP
M A

—~

Incubation a une température de 25 °C en présence de deux lampes fluorescents d’une

intensité de 2000 lumens et une photopériode de 12h lumiere/12 heures obscurité

‘ Identification I

/

Etat frais

=]

Repiquage
Coloration de Gram

Decouper le

marcean de geloss
m qui entoure 1a
colonie isolee —_—
_ ‘L—a *  (Culture sur milieu liquide |
f S

Feensemencer sur une nouvells boite, repeter 1 operaton
plusieurs fois

Figure 17 : Méthode d’isolement des cyanobactéries a partir de 1’eau douce du lac SMB et du
barrage Sarno.
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8. Identification des cyanobactéries
L’identification des cyanobactéries est essentiellement basée sur 1’étude de leur morphologie
(Bourrelly, et al., 1985 ; Rippka et al., 1988 ; Castenholz ef al.,2001).
Les criteres d'identification des cyanobactéries retenus sont :
» La structure de micro algues (cellulaire ou filamenteuse).
» La forme de la colonie ou du trichome.
» Lataille et la couleur.
» La présence ou D’absence de gaine gélatineuse (couleur et aspect), akinétes,

hetérocystes, vacuoles a gaz (pseudovacuoles).

8.1. Examen macroscopique
L’aspect macroscopique des colonies de cyanobactéries est tres variable selon les especes :

v' Des formes coloniales de couleur verte, irréguliéres, plates avec une croissance planaire
sur le long de la surface de la gélose I'absence de la forme définissable (Saoudi, 2008).

v" Des formes filamenteuses réguliéres avec une croissance aléatoire, planaire sur le long
de la surface de la gélose, enfoncée dans 1’agar. La couleur des filaments varie entre le vert et

le brun marron (Oufdou et al., 2009).

8.2. Examen microscopique
L’observation des colonies au microscope optique permet la sélection micro-morphologique

des cyanobactéries, deux examens sont réalisés a cet effet :

8.2.1. Examen microscopique a 1'état frais
L’examen microscopique a l'état frais permet 1’appréciation de la forme et du mode de

regroupement des cyanobactéries isolées (Camille et al.,1998).

8.2.2. Coloration de Gram et I'observation microscopique
La coloration de Gram est un procédé différentiel qui permet la classification de deux groupes

bactériens selon la composition chimique de leur parois cellulaire (Prescott ez al., 2003).

9. Repiquage et purification
Les repiquages sont effectués apres observation au microscope sous une loupe binoculaire des
filaments, incubées pendant 30 jours. Cette technique est fréquemment répétée jusqu’a

obtention des colonies pures de cyanobactéries et de culture uni-algale
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10. Préparation de la culture des souches de cyanobactéries sur milieu liquide

Les colonies isolées, purifiées de cyanobactérie sont ensemencées dans des Erlenmeyers,
contenant un volume de 150 ml du milieu de culture BG11 liquide, incubées a une température
de 25 °C en présence d'un flux lumineux de deux tubes fluorescents d’une intensité de 2000
lumens, avec une photopériode alternée de 12 heures de lumiére, 12 heures d’obscurité pendant

un intervalle de 30 jours.

11. Test de P’activité antimicrobienne

L’étude de l'activité antagoniste des substances élaborées par les cyanobactéries permet la
détermination de la sensibilit¢ des souches pathogeénes vis-a-vis d’un ou de plusieurs
métabolites produits chez ces cyanobactéries. Quatre souches de cyanobactéries sont testées
pour <¢&valuer leur activité  antagoniste sur les souches de références pathogenes
suivantes :souches a Gram-négative ; Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium
ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus vulgaris ATCC 6896 et
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 souches a Gram-positive ;Staphylococcus aureus ATCC
43300, Enterobacter aerogenes ATCC 35029, sur la levure; Candida albicans ATCC 20408,
et sur les champignons filamenteux ; Aspergilus niger ATCC 6275, Aspergilus flavus ATCC
10124. Les souches bactériennes responsable d’infections nosocomiales proviennent d’institut
pasteur d’Alger, Algérie. Les souches fongiques proviennent du laboratoire de 'unité de

recherche INRA, Sidi Bel Abbes, Algérie.

11.1. Extraction des substances intracellulaires et extracellulaires

Les cultures des cyanobactéries, inoculées sur le milieu de culture BG 11 liquide, incubées
pendant 30 jours sont centrifugées a 5000 rpm pendant 15 minutes. Le surnageant récupéré dans
les conditions d’asepsie est mis en évidence pour 1'étude de l'activité antagoniste vis-a-vis de
certaines souches pathogenes responsables d’infections nosocomiales (Oufdou et al., 2009).
La biomasse des cyanobactéries récoltée est séchée sur papier de Watman stérile, contenu dans
des boites de Pétri, incubée a une température de 30°C (Figure 17), une pesée de 20 mg de la
biomasse est ensuite mélangée a un volume de 15 ml de chaque solvant a savoir le méthanol,
I’éthanol, ’acétone, et I’éther diéthylique, laissée a 1’obscurité pendant 24 heures. Les extraits
de cyanobactéries sont ensuite centrifugés a 5000 rpm/15 minutes. Les surnageants obtenus
sont mélangés, concentrés par le rotavapor afin d'éliminer le solvant (Oufdou et al., 2009)
(Figure 18). Un volume de 1ml de DMSO est ajouté a I’extrait de cyanobactérie concentré et

conservé a une température de 4 °C.
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11.2. Préparation des pré-cultures des souches pathogénes

Les souches bactériennes de références utilisées sont les suivantes : souches a Gram-négative ;
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 6538, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Proteus vulgaris ATCC 6896, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
souches a Gram-positive ; Staphylococcus aureus ATCC 43300, Enterobacter aerogenes
ATCC 35029. Les colonies sont inoculées dans un bouillon nutritif et incubées a une
température de 37 °C pendant 24 heures.

Candida albicans ATCC 20408 et les champignons filamenteux ; Aspergilus niger ATCC
6275, Aspergilus flavus ATCC 10124 sont ensemencés dans le bouillon de Sabouraud, incubée
a 30°C pendant 72 heures, Des inoculums sont prélevés, ensemencés sur le milieu de culture

gélosé de Sabouraud.
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Culture liquide de 30 jours

Centrifugation 5000rpm/15 min

Biomasse

Séchage a 30°C

Les cyanobactéries séchées

Figure 18 : Les étapes pour la récolte de la biomasse des cyanobactéries séchées.
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0.2 g est mélangé avec 15 ml de solvant

v

Laisser a I’obscurité pendant 24h

v

Centrifugation 4000rpm /20 min

Surnageant 2 Biomasse 2

Elimination du solvant par le rotavapor

Extraits de cyanobactéries

Figure 19 : Les étapes de la récupération des extraits de cyanobactéries, isolées de 1’eau du lac
SMB et du barrage Sarno, inoculées sur le milieu de culture BG11, incubées a une

température de 25 °C et en présence d'une intensité lumineuse de 2000 lumens.
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11.3. Etude de I’activité antagoniste des cyanobactéries isolées du lac de SMB et barrage
Sarno

L’étude de I’activité antagoniste vis-a-vis de certaines souches pathogenes témoins est réalisée
par la technique de diffusion des puits.

La préparation de I’inoculum est réalisée en prélevant une a deux colonies et les suspendre dans
9 ml d’eau physiologique stérile. La densité de I’inoculum est ajustée afin d’avoir une turbidité
voisine a celle de 0,5 Mc Farland qui est équivalente a 10® UFC/ml (Aboun et al., 2001 ;
Prescott et al., 2003). Ceci est effectué pour chaque souche bactérienne pathogene cité
auparavant.

A T’aide d’un €couvillon stérile un inoculum est prélevé a partir de la suspension bactérienne
ajustée et étalé sur la surface du milieu de culture Muller-Hinton a trois reprises.

La boite de Pétri est tourné de 60° environ en vue d’assurer une distribution homogene de
I’inoculum. Des puits sont découpés a l'aide de pipettes Pasteur (I'extrémité épaisse de 6 mm
de diametre) sur la surface du milieu de culture Muller-Hinton gélosé, ensemencé avec les
souches bactériennes et les boites qui contient le milieu Sabouraud inoculées (Prescott et al.,
2003). Le fond des puits est obturé avec une goutte de gélose de Muller Hinton et du milieu de
culture Sabouraud pour levure et bactéries.

Un volume de 25 pl du surnageant et des extraits de cyanobactéries préparés par les différents
solvants (méthanol, éthanol, acétone et éther diéthyl) est introduit dans les puits correspondant
a chaque souche de cyanobactérie.

L’incubation des boites s'effectué¢ a une température de 37°C et 30°C pendant 24 heures et
72 heures pour les bactéries et les levures respectivement. La lecture de 1’activité antagoniste

est évaluée par mesure du diametre de la zone d’inhibition formée.

12. Caractérisation des pigments photosynthétiques produites chez une souche de
cyanobactérie isolée, sélectionnée antagoniste

Généralement, les molécules responsables de I’activité antibactérienne et antifongique
produites chez les cyanobactéries vis-a-vis de certaines souches pathogénes sont des pigments
fluorescents, des composés phénoliques, des amides, des alcaloides et de nombreux composées
(Bharat et al., 2013).

Yamazaki et ses collaborateurs (2004) ont rapporté que les pigments phothotosyntétiques des
cyanobactéries ont exercé un effet inhibiteur sur la croissance de certaines souches responsables

des infections urinaires.
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La caractérisation des pigments photosynthétiques fluorescents, produites chez la souche de
cyanobactérie isolée, sélectionnée antagoniste est mise en évidence par ['utilisation de l'appareil
HPLC. Les résultats obtenus ont montré que la souche A.spherica a manifesté une importante
activité¢ antagoniste, avec un pouvoir d'inhibition de (80%) vis-a-vis de certaines souches

bactériennes et fongiques responsables d’infections nosocomiales.

12.1. Recherche des pigments fluorescents

12.1.1. Recherche de la chlorophylle

Un volume de 50 ml de 1’échantillon est soumis a une filtration avec un filtre GFC. Les filtres
sont ensuite introduits dans un tube contenant le solvant d’extraction (Méthanol/acétate
d’ammonium 0.5 M (98/2, v/v) et soumis a des ultrasons. Les tubes sont ensuite centrifuges,
le surnageant est récupéré, filtré a travers un filtre seringue afin de permettre I'élimination des

impuretés (Jeffrey et al., 1997).

HPLC-DAD

L’extrait est analysé par HPLC-DAD, sur une chaine Waters avec un passeur d’échantillons.
Un volume de 100 pl est injecté, ¢lué pendant 30 minutes par l'utilisation d'un gradient
d’élution, contenant trois solutions d'élutions (Méthanol/0,5M acétate d’ammonium (80/20),
acétonitrile/eau (90/10) ; éthyle acétate). La molécule de la chlorophylle est identifiée en
fonction du temps de rétention et son spectre d’absorption spécifique (Jeffrey et al., 1997).
L’appareil Hewlett Packard (série 1500) est utilisé pour la caractérisation et la détermination
de la concentration de la chlorophylle et I'identification est effectuée par I'utilisation du logiciel

Azure (version 4.6.0.0).
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Figure 20 : Présentation de I'appareil d’HPLC, équipé avec un détecteur a barrettes de type

diodes (Hewlett Packard, série 1500).

12.1.2. Recherche des pigments solubles organiques

Les extraits des cyanobactéries sont analysés par HPLC, équipé d’une pompe (water, W600),
d’un injecteur (water, W717), d’un détecteur PDA (water, W486) et d’une colonne analytique
phenomenex Luna C18(2) 250 mmx 4.6 mm, 10 um). Le PDA permet de détecter les molécules
absorbant pour une longueur d’onde comprise entre 190 et 600 nm. Cette méthode permet de
mesurer la concentration des différents pigments solubles organiques xanthophylle. Le volume

d’injection est de 50 pl.
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Figure 21 : Présentation de 'appareil d’HPLC (Shimadzu -20A).

L’appareil utilisé pour la caractérisation et la détermination de la concentration des pigments
solubles organiques xanthophylle est Shimadzu-20A, équipé d’une pompe de chromatographie
liquide a haute pression (UC-grade AD). Les analyses sont réalisées en phase inverse avec une
colonne C18. La température d'élution est maintenue a 25°C et le volume injecté est de 10 ul
avec un débit de 0.4 ml/min. L’identification des pigments solubles organiques xanthophylles
s'effectue grace aux étalons (commerciaux). L'étude des spectres des pics est réalisé¢ par
comparaison avec les chromatogrammes disponibles dans la littérature (Mantoura et Llewelyn,
1983 ; Repeta et Gagosian, 19X3; Sartory, 1985; Keely et Brereton, 1986; Vernet et Lorenzen,
1987 ; Furlong et Carpenter, 1988 ; Hurley et Armstrong, 1990 ; Leavitt et Carpenter, 1990 ;
Abele-(Eschger, 1991; King et Repeta, 1991; Klein et Riaux-Gobin, 1991; Wright et al., 1991;
Kraay et al., 1992; Bianchi et al., 1993).
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Résultats

1. Caractéristiques physico chimiques des échantillons prélevés

Les résultats des analyses des parametres physico-chimiques du lac SMB et du barrage Sarno

sont récapitulés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Etude comparative des analyses physico-chimiques des échantillons d’eaux

douces, prélevées a partir du lac SMB et du barrage Sarno.

Paramétres Lac SMB  Barrage Sarno

T (°C) 195098  1525+0.49

pH 7+0 7,45+0.10

Conductivité 2184 +11.76  1584+9.80

Profondeur du disque de Secchi (cm) 126 + 1.96 148 +3.92
NH4 (mg/L) 0.14 £0.01 0.15+0.01

NO3 (mg/L) 1.95+0.10 0.93 £0.02

NO; (mg/L) 0.13+001  0.09+0.01

La température mesurée des eaux douces du barrage Sarno et du lac SMB est inférieure a la
température optimale de la croissance des cyanobactéries. Cependant, la valeur du pH analysée
des deux sites est favorable a la prolifération des cyanobactéries. La conductivité du lac SMB
est supérieure a celle du barrage Sarno, ce qui explique que les eaux douces du lac SMB
contiennent une importante quantité des ions par rapport aux eaux du barrage Sarno. La zone
euphotique est de 126 = 1.96 cm pour le barrage Sarno et de 148 £ 3.92 cm pour le lac SMB,
ce qui traduit que les eaux du lac contiennent de nombreuses particules et de molécules en
suspension par rapport aux eaux du barrage Sarno, ce qui diminue considérablement la
transparence de 1’eau. Les valeurs des ions d’ammonium mesurées ont indiqué l'absence de
variations importantes au niveau du lac SMB et du barrage Sarno.

La présence du nitrate (NOs3), et du nitrite (NO3) sous la forme inorganique de 1’azote présentent
des nutriments essentiels a la croissance et a la reproduction des micro-algues notamment les
cyanobactéries. Le taux de nitrate et le taux de nitrite présents dans les eaux douces du lac SMB

sont favorables a la croissance des cyanobactéries par rapport a celle du barrage Sarno.
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2. Identification des cyanobactéries

2.1. Identification macroscopique des espéces de cyanobactéries

L'ensemencement des échantillons d’eaux du lac SMB et du barrage Sarno effectué sur le milieu
de culture solide BG11 et les repiquages successifs ont permis 1’isolement de quelques especes

de cyanobactéries, dont I’aspect des colonies est trés variable selon les especes (Figure 22).

Figure 22 : Aspect macroscopique des cyanobactéries, isolées du lac SMB et du barrage
Sarno, inoculées sur le milieu de culture BG11, incubées a une température de

25 °C et en présence d'une intensité lumineuse de 2000 lumens.

2.2. Identification microscopique des espéces de cyanobactéries

L’observation microscopique et 1'étude des caractéres morphologiques des cyanobactéries
isolées ont permis I’identification des genres suivants : Anabeana, Oscillatoria, Phormidium,
lyngbya, Ces especes appartiennent a deux familles de cyanobactéries, les Oscillatoriaceae et
les Nostocaceae. Les repiquages successifs effectués sur le milieu de culture gélosé BG 11 ont

permis l'identification de quatre especes des cyanobactéries (Tableau 5).
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Tableau 5 : Présentation et identification des espeéces appartenant a la famille de

cyanobactéries, isolées a partir du lac SMB et du barrage Sarno.

Souches Espéces Familles Lieu d’isolement
S1 Oscillatoria sp Oscillatoriaceae Lac SMB
Barrage Sarno
S2 Lyngbya sp Oscillatoriaceae Lac SMB
S3 Phormidium sp Oscillatoriaceae Lac SMB
S4 Anabeana spherica Nostocaceae Lac SMB

La coloration de Gram effectué et I’observation microscopique avec un grossissement (Gx100)
ont permis [I’identification des caracteres des cyanobactéries isolées, sélectionnées

antagonistes :

Etat frais Apreés coloration de Gram

Figure 23 : Observation microscopique d’Oscillatoria sp, isolée du barrage Sarno, inoculée sur
le milieu de culture BG11, incubées a une température de 25 °C et en présence d'une

intensité lumineuse de 2000 lumens (Gx100).

S1 : L’isolat est un organisme filamenteux a Gram négatif, avec un contenu granulaire, unisérie,
non ramifié, ne possede pas une gaine, constitué¢ seulement de cellules végétatives. Trichome
légérement enroulé et apparaisse comme des rubans denses, les cellules ont une forme de disque

et ne sont pas séparcs par des constrictions.

49



Résultats

Etat frais Apreés coloration de Gram

Figure 24 : Observation microscopique de Lyngbya sp, isolée du lac SMB, inoculées sur le
milieu de culture BG11, incubées a une température de 25°C et en présence d'une

intensité lumineuse de 2000 lumens (Gx100).

S2 : L’isolat se présente sous forme d’un filament a Gram négatif, unisérie, non ramifié, avec
gaine mucilagineuse, et un trichome droit. Absence d’akinétes et d’hétérocystes, cette souche a
les mémes caractéristiques d’Oscillatoria sp, la différence entre eux c’est qu’elle est enfermée

dans une gaine au-dela du filament.
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Etat frais Apreés coloration de Gram

Figure 25 : Observation microscopique de Phormidium sp, isolée du lac SMB, inoculées sur le
milieu de culture BG11, incubées a une température de 25 °C et en présence d'une

intensité lumineuse de 2000 lumens (Gx100).

S3 : L’isolat est un organisme filamenteux a Gram négatif, unisérie, non ramifié, avec gaine
mucilagineuse, constitué seulement de cellules végétatives, trichome droit. Les cellules apicales
sont coniques obtuse a son sommet. Cette souche posséde les mémes caractéristiques de
Lyngbya sp, mais ils se différent par la forme des cellules végétatives terminales et par la culture

sur le milieu de culture solide.

51



Résultats

Etat frais Apreés coloration de Gram

Figure 26 : Observation microscopique d’Anabeana spherica, isolée du lac SMB, inoculées
sur le milieu de culture BG11, incubées a une température de 25 °C et en présence

d'une intensité lumineuse de 2000 lumens (Gx100).

S4 : L’isolat est de forme filamenteuse a Gram négatif, trichome droit. Les cellules végétatives
sont de forme sphérique, le filament apparait comme un collier de perle, constriction marquée

au niveau des cloisons.

Apres la purification des souches de cyanobactéries, isolées du lac SMB et du barrage Sarno,
chaque colonie est ensemencée dans des Erlenmeyers contenant 150 ml du milieu de culture

BG11 liquide (Figure 27).
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Figure 27 : La culture des cyanobactéries, isolées a partir de 1’eau du lac SMB et du barrage
Sarno, inoculées sur milieu de culture liquide BG11, incubées a une température de

25°C avec une intensité lumineuse de 2000 lumens.

3. L’activité antimicrobienne des substances intracellulaires et extracellulaires des

cyanobactéries

Le screening des substances extraites de cyanobactéries, isolées du lac SMB et du barrage Sarno
est mis en évidence vis-a-vis de certaines souches pathogénes responsables des infections
nosocomiales. A cet effet, les extraits des cyanobactéries récupérés par extraction avec
différents solvants organiques (méthanol, éthanol, acétone et éther diéthylique) sont testés vis-
a-vis de 2 souches bactériennes a Gram positif telles que Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Enterobacter aerogenes ATCC 35029, 5 souches a Gram négatif telles que Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Proteus vulgaris ATCC 6896 et Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, une souche levulaire;
Candida albicans ATCC 20408, et les champignons filamenteux tels que Aspergilus niger
ATCC 6275, Aspergilus flavus ATCC 10124. Les résultats obtenus ont montré une importante
activité antagoniste des extraits de quatre cyanobactéries vis-a-vis les bactéries, la levure et des

champignons filamenteux testées.

3.1. L’activité antimicrobienne des substances extracellulaires des cyanobactéries

3.1.1. L’activité antibactérienne des surnageants des cyanobactéries, isolées du lac SMB
et du barrage Sarno

Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne des cyanobactéries, isolées des eaux douces,
avec l'utilisation de la pénicilline comme témoin positif (+) et le DMSO comme témoin négatif

(-), sont résumées dans le Tableau 6.
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Tableau 6: L’étude de la moyenne de [’activité antibactérienne de surnageant des
cyanobactéries vis-a-vis de certaines souches pathogenes par mesure du diametre

de la zone d’inhibition (mm).

Souches de E coli S. Ps. S. E. P. K.
.coli
cyanobactéries typhimurium aeruginosa Aureus aerogenes vulgaris pneumoniae
Oscillatoria sp 5£0 R R R R R 7+ 1.06
Lyngbya sp R R R R R R R
Phormidium sp
R R 2+0.35 R R R 5+0
Anabeana
R R 2+0.7 R R R R
spherica
(R) : Résistance Seuil minimum d’inhibition : 3mm

Les résultats obtenus ont montré que les substances extracellulaires, présentent dans le
surnageant de la culture d’Oscillatoria sp ont manifesté une faible activité inhibitrice vis-a-vis
de K.pneumoniae et d'E.coli avec des diameétres de zones d'inhibitions de (7 = 1.06, 5 + 0 mm)
respectivement. De méme, les molécules présentes dans le surnageant de la culture de
Phormidium sp ont montré une faible activité antagoniste vis-a-vis de K.pneumoniae, avec un
diameétre de la zone d'inhibition de 5 + 0 mm.

Par ailleurs, les substances présentes dans le surnageant des cultures Lyngbya sp et Anabeana
spherica ont révélé aucune activité antagoniste vis-a-vis des souches responsables des

infections nosocomiales testées.

3.1.2. L’activité antifongique des surnageants des cyanobactéries, isolées du lac SMB et
du barrage Sarno

Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne des cyanobactéries, isolées des eaux douces,
avec utilisation de la nistatine comme témoin positif (+) et le DMSO comme témoin négatif

(-), sont résumées dans le Tableau 7.

54



Résultats

Tableau 7 : L’étude de I’activité antifongique de surnageant des cyanobactéries par mesure du

diamétre de la zone d’inhibition (mm).

Souches de
A.niger  A.flavus C.albicans
cyanobactéries
Oscillatoria sp R R R
Lyngbya sp R R R
Phormidium sp
R R R
Anabeana spherica R R 2+0

(R) : Résistance

Les résultats obtenus ont montré que les substances présentes dans le surnageant des cultures

de cyanobactéries ont révélé aucune activité antagoniste vis-a-vis les souches fongiques testées.

. X Phormidium sp
Oscillatoria sp 3%

6%

Pas d'activité /

91%

M Pas d'activité W Oscillatoriasp B Phormidium sp

Figure 28 : Prévalence de 'activité antimicrobienne du surnageant des cyanobactéries, isolées
a partir de I’eau du lac SMB et du barrage Sarno inoculées sur milieu de culture
liquide BG11, incubées a une température de 25°C avec une intensité lumineuse de

2000 lumens.
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3.2. L’activité antimicrobienne des substances intracellulaires élaborées par les
cyanobactéries
3.2.1. L’activité antibactérienne des extraits des cyanobactéries, isolées du lac SMB et du
barrage Sarno
Les résultats obtenus de I’activité antibactérienne des cyanobactéries, isolées des eaux douces,
avec utilisation de la pénicilline comme témoin positif (+) et le DMSO comme témoin négatif

(-), sont résumées dans le Tableau 8.

Tableau 8 : L’étude de la moyenne de I’activité antibactérienne des extraits de cyanobactéries

par mesure du diametre de la zone d’inhibition (mm).

Souches de S. Ps. S. E. P. K.
Solvant E.coli
cyanobactéries typhimurium aeruginosa  Aureus aerogenes vulgaris  pneumonia
Méthanol R 2.5+0.98 2+0 3525+245 35+£098 2.75+049 33+1.97
Ethanol 6.75+049 9+0.98 8.5+0.98 R R 8.75+1.47
Oscillatoria sp
Acétone R 1.5+£0.98 2+0.98 25+098 29+1.98 2+0 2+0
Ether
R R R R R R R
diéthylique
Méthanol 2+0 6+1.96 45+098 3.75+049 5+0098 6+0 16 +£0.98
Ethanol 1.75+0.49 5+0 8+£1.96 7+196 6.75+0.49 4+098 4+0.98
Lyngbya sp
Acétone R 44+0.98 35+£098 2.75+1.47 R R R
Ether
) ) R 1.75+£049 2+0.98 3+0.98 R 2.75+0.49 R
diéthylique
Méthanol R 4+0.98 4+0.98 R R R 6.75+1.47
Ethanol R 2+098  5.75+0.49 R 5+£098 3.75+£0.49 R
Phormidium sp
Acétone 1.75+049 3+£049 275+0.98 R 255+098 21.5+0.98
Ether
R 155+098 2+£098 3.75+0.49 R R 9.25+£0.49
diéthylique
Méthanol  10£1.96 6.25+0.49 7.75+1.47 15+1.098 9+0.98 7+£098  2.75+0.49
Ethanol 225+049 3.5+098 4+098 6.75+1.47 825+049 725+049 7+£1.96
Anabeana
. Acétone 1.5£098 3.5+098 5+0.98 R R R R
spherica
Ether
R R R R R R R
diéthylique

(R) : Résistance

Seuil minimum d’inhibition : 3mm

Les résultats obtenus de I’activité antibactérienne illustrés dans le tableau 6 ont montré
clairement que les valeurs maximales des diamétres des zones d’inhibitions formés sont de
l'ordre de 29 + 1.98 mm a 35.25 + 245 mm. L'utilisation de [’extrait méthanoique

d’Oscillatoria sp. a montré une importante activité antagoniste vis-a-vis de S.aureus et de
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K.pneumoniae, avec des diametres des zones d'inhibition de (35.25 + 2.45 , 33 + 1.97 mm)
respectivement. Par ailleurs, l'utilisation de I’extrait éthanolique a manifesté une moyenne
activité¢ antagoniste vis-a-vis de Ps.aeruginosa (9 = 0.98 mm), S.aureus (8.5 = 0.98 mm) a
I'exception d' E.coli, E. aerogenes, et P.vulgaris.

L'utilisation des extraits méthanoliques de Lyngbya sp a révélé une importante activité
antagoniste vis-a-vis K.pneumoniae, avec un diametre de zone d'inhibition de (16 + 0.98 mm).
Cependant, [l'utilisation des extraits méthanoliques d’anabeana spherica a montré une
importante activité antagoniste vis-a-vis de S.aureus, E.coli et E.aerogenes, avec des diametres
des zones d'inhibition de (15 + 1.98, 10 £ 1.96, 9 + 0.98 mm) respectivement. Cependant,
l'utilisation des extraits acétoniques d’anabeana spherica a montré une faible activité
antagoniste vis-a-vis de Ps.aeruginosa (5 +0.98 mm).

L'utilisation des extraits acétonique de Phormidium sp a révélé une forte activité antagoniste
vis-a-vis de S.aureus, P.vulgais et K.pneumoniae, avec des diametres des zones d'inhibition de
(27.5 £ 0.98, 25.5 £ 0.98, 21.5 £ 0.98 mm) respectivement. Par ailleurs, les extraits d’éther
diéthylique de Phormidium sp ont montré une moyenne activité antagoniste vis-a-vis de

S.typhimurium (15 + 0.98 mm) et K. pneumoniae (9.25 + 0.49 mm).

3.2.2. L’activité antifongique des extraits des cyanobactéries, isolées du lac SMB et du
barrage Sarno

Les résultats obtenus de 1’activité antifongique des cyanobactéries, isolées des eaux douces,
avec l'utilisation de la nistaine comme témoin positif (+) et le DMSO comme témoin

négatif (-), sont résumées dans le Tableau 9.
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Tableau 9 : L’étude de la moyenne de I’activité antifongique des extraits de cyanobactéries par

mesure du diametre de la zone d’inhibition (mm).

Souches de
Solvant A.niger A.flavus C.albicans
cyanobactéries
Méthanol 18 £0.98 R 2.5+0.35
Ethanol R R R
Oscillatoria sp
Acétone R 1.75+0 R
Ether
5.5+0.98 R 3+0.98
diéthylique
Méthanol 2.75+0.49 R R
Ethanol R R R
Lyngbya sp
8o Acétone R 1.75 +0.49 3.5+0.98
Ether
R R 45 +£2.45
diéthylique
Méthanol 2.5+0.98 R R
Ethanol R R R
Phormidium sp
Acétone R 2.25+0.49 5.75 £ 1.47
Ether
R R 40 £ 1.47
diéthylique
Méthanol 3+0.98 R R
Ethanol R R R
Anabeana spherica  Acétone R 35+0 R
Ether
) ) R 5.25+1.47 R
diéthylique
(R) : Résistance Seuil minimum d’inhibition : 3mm

Les résultats obtenus de ’activité antifongique des extraits de cyanobactéries illustrées dans le
tableau 7 ont montré clairement que les valeurs maximales de diametres des zones d’inhibitions
formés sont de 'ordre de 40 + 1.47 4 45 £2.45 mm. L'utilisation des extraits d’éther diéthylique
de Lyngbya sp, et de Phormidium sp a montré une excellente activité antagoniste vis-a-vis de
C.albicans, avec les diametres des zones d'inhibition de (45 + 2.45, 40 £ 1.47 mm)
respectivement. Cependant, 1'utilisation des extraits méthanolique d’Oscillatoria sp a manifesté
une importante activité antagoniste vis-a-vis de A.miger, avec la formation d’une zone
d’inhibition de 18 + 0.98 mm. A I"opposé, A.flavus et C.albicans ont montré une résistance aux
extraits acétoniques des cyanobactéries, sauf dans la case de C.albicans ou une faible activité

est remarquée par 1’extrait acétonique de Phormidium sp.
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3.3. Prévalence de D’activité des substances bioactives des cyanobactéries

Le screening réalisé sur I'étude de l'activité antagoniste a suggéré que les cyanobactéries ont
manifesté un grand pouvoir de production de molécules antimicrobiennes. La prévalence de
l'activité antibactérienne des substances extraites des cyanobactéries est illustrée dans la
(Figure 29).

D’une manicre générale, les souches isolées, sélectionnées antagonistes A.spherica,
Oscillatoria sp, Phormidium sp et Lyngbya ont présenté une excellente activité antagoniste vis-
a-vis de souches pathogénes responsables des infections nosocomiales, avec les pourcentages

de (80, 70, 70, 60 %) respectivement.

100

80

60
40
20

Oscillatoria sp Lyngbya sp Phormidium sp A.spherica

TAUX DE REACTION POSITIVE (%)

Figure 29 : Prévalence de l'activité antibactérienne des substances extraites des

cyanobactéries.

3.4. L’étude de l'activité antimicrobienne des substances extraites des cyanobactéries

L'étude de I'activité antibactérienne des substances extraites des cyanobactéries, isolées du lac
SMB et du barrage Sarno est mis en évidence vis-a-vis de certaines souches pathogenes
responsables des infections nosocomiales. Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne
illustrés dans la Figure 30 ont montré une excellente activité antagoniste des substances
extraites des cyanobactéries vis-a-vis de souches pathogenes testées, avec un taux d'inhibition
de 100 % vis-a-vis les souches Ps.aeruginosa, Pr.vulgaris, K .pneumoniae, St. aureus,
E.aerogenes et de 75 % vis-a-vis S.typhimurium. Par ailleurs, les extraits de Lyngbya sp. et de

phormidium sp ont manifesté un taux d'inhibition de 50 % vis-a-vis Candida albicans
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Escherichia coli, Aspergilus niger et Aspergillus flavus ont présenté un taux d’inhibition de

25 % de sensibilité seulement (Figure 22).

En outre, les champignons filamenteux et la levure ont manifesté une forte résistance vis-a-vis

des extraits de Lyngbya sp. et phormidium sp.
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Figure 30 : L’étude de l'activité antibactérienne des substances extraites des
cyanobactéries, isolées a partir de I’eau du lac SMB et du barrage Sarno
inoculées sur milieu de culture liquide BG11, incubées a une température
de 25°C avec une intensité¢ lumineuse de 2000 lumens vis-a-vis de

certaines souches pathogenes.

3.5. L'étude de I'activité antibactérienne des extraits d’Oscillatoria sp

L'é¢tude de l'activité antibactérienne des substances extraites d’Oscillatoria sp, est mise en
évidence vis-a-vis de certaines souches pathogenes responsables des infections nosocomiales.
Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne illustrés dans la Figure 31 ont montré que les
extraits méthanoliques, acétoniques d’Oscillatoria sp ont manifesté une excellente activité
antagoniste vis-a-vis de certaines souches pathogenes testées. Par ailleurs les extraits d’éther
diéthylique ont manifesté aucune activité antagoniste. Cependant, les extraits éthanoliques ont
révélé une activité antagoniste moyenne vis-a-vis de souches pathogenes testée a l'exception
d’E.coli, E.aerogenes et P.vulgaris, qui se manifestent trés résistantes aux extraits

d’Oscillatoria sp. testés.
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Figure 31 : L’¢tude de 1'activité antibactérienne des extraits d’Oscillatoria sp, isolées a partir
de I’eau du lac SMB et du barrage Sarno inoculées sur milieu de culture liquide
BG11, incubées a une température de 25°C avec une intensité lumineuse de 2000

lumens vis-a-vis de certaines souches pathogénes.

3.6. L'étude de 'activité antifongique des extraits d’Oscillatoria sp

L'étude de l'activité¢ antifongique des substances extraites d’Oscillatoria sp, est mise en
évidence vis-a-vis de champignons filamenteux et la levure. Les résultats obtenus de 1’activité
antifongique illustrés dans la Figure 32 ont montré que [I’extrait méthanolique
d’Oscillatoria sp a manifesté une excellente activité antagoniste vis-a-vis d'Aspergilus niger.
Par ailleurs, Aspergilus flavus et Candida albicans ont montré une forte résistance aux extraits

d’Oscillatoria sp.
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Figure 32 : L'étude de l'activité antifongique des extraits d’Oscillatoria sp, isolées a partir de
I’eau du lac SMB et du barrage Sarno inoculées sur milieu de culture liquide BG11,
incubées a une température de 25°C avec une intensité lumineuse de 2000 lumens

vis-a-vis de certaines souches fongiques pathogenes.

3.7. L'étude de I'activité antibactérienne des extraits de Lyngbya sp.

L'étude de I'activité antibactérienne des substances extraites de Lyngbya sp, est mise en
évidence vis-a-vis de certaines souches pathogenes responsables des infections nosocomiales.
Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne illustrés dans la Figure 33 ont montré que les
extraits méthanoliques de Lyngbya sp ont manifesté une excellente activité antagoniste
vis-a-vis K.pneumonia. Par ailleurs, les extraits éthanoliques de Lyngbya sp ont présenté une
faible activité antagoniste vis-a-vis les souches pathogeénes responsables des infections
nosocomiales testés. A l'opposé, les extraits d'éther diéthylique de Lyngbya sp ont manifesté
aucune inhibition de la prolifération des germes testés. Les extraits acétoniques de lyngbya sp
ont exercé une tres faible activité inhibitrice de croissance contre s.typhimurium, P.aeruginosa

et S.aureus
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Figure 33 : L'étude de l'activité antibactérienne extraits de Lyngbya sp, isolées a partir de I’eau
du lac SMB et du barrage Sarno inoculées sur milieu de culture liquide BG11,
incubées a une température de 25°C avec une intensité lumineuse de 2000 lumens

vis-a-vis de certaines souches fongiques pathogenes.

3.8. L'étude de I'activité antifongique des extraits de Lyngbya sp

L'étude de l'activité antifongique des substances extraites de Lyngbya sp, est mise en évidence
vis-a-vis de champignons filamenteux et la levure. Les résultats obtenus de D’activité
antifongique illustrés dans la Figure 34 ont montré que I’extrait éther diéthylique de Lyngbya
sp a manifesté une excellente activité antagoniste vis-a-vis Candida albicans. A 1’opposé
A.niger et A.flavus ont montré une forte résistance contre ces extraits. Les extraits acétoniques
de Lyngbya sp ont présenté¢ une faible activité antagoniste vis-a-vis de champignons

filamenteux et la levure testées.
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Figure 34 : L'étude de l'activité antifongique extraits de Lyngbya sp, isolées a partir de 1’eau
du lac SMB et du barrage Sarno inoculées sur milieu de culture liquide BG11,
incubées a une température de 25°C avec une intensité lumineuse de 2000 lumens

vis-a-vis de certaines souches fongiques pathogenes.

3.9. L'étude de l'activité antibactérienne des extraits de Phormidium sp

L'étude de l'activité antibactérienne des substances extraites de Phormidium sp, est mise en
évidence vis-a-vis de certaines souches pathogenes responsables des infections nosocomiales.
Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne illustrés dans la Figure 35 ont montré que les
extraits acétoniques de Phormidium sp ont manifesté une excellente activité antagoniste
vis-a-vis de souches pathogenes testées. Cependant, les extraits d'éther diéthylique de
Phormidium sp ont révélé une bonne activité antagoniste vis-a-vis de S.typhimurium et
K.pneumoniae. Par ailleurs, les extraits méthanoliques et éthanoliques de Phormidium sp ont
montré une faible activité antagoniste vis-a-vis de certains germes pathogenes testés. E.coli a

montré une résistance vis-a-vis de la totalité des extraits de Phormidium sp testés.
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Figure 35 : L'étude de 1'activité antibactérienne des extraits de Phormidium sp, isolées a partir
de I’eau du lac SMB et du barrage Sarno inoculées sur milieu de culture liquide
BG11, incubées a une température de 25°C avec une intensité lumineuse de 2000

lumens vis-a-vis de certaines souches fongiques pathogenes.

3.10. L'étude de I'activité antifongique des extraits de Phormidium sp

L'étude de l'activité antifongique des substances extraites de Phormidium sp, est mise en
¢vidence vis-a-vis de champignons filamenteux et la levure. Les résultats obtenus de I’activité
antifongique illustrés dans la Figure 36 ont montré que les extraits d'éther diéthyliques de
Phormidium sp ont manifesté une excellente activité antagoniste vis-a-vis de C.albicans. Par
ailleurs, les extraits acétoniques de Phormidium sp ont révélé une trés faible activité antagoniste
vis-a-vis de Candida albicans. Les souches fongiques tests ont montré une résistance vis-a-vis

de I’extrait éthanolique de Phormidium sp.
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Figure 36 : L'étude de l'activité antifongique des extraits de Phormidium sp, isolées a partir de
I’eau du lac SMB et du barrage Sarno inoculées sur milieu de culture liquide BG11,
incubées a une température de 25°C avec une intensité lumineuse de 2000 lumens

vis-a-vis de certaines souches fongiques pathogenes.

3.11. L'étude de I'activité antibactérienne des extraits d’Anabeana spherica

L'étude de l'activité antibactérienne des substances extraites d’Anabeana spherica, est mise en
évidence vis-a-vis de certaines souches pathogenes responsables des infections nosocomiales.
Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne illustrés dans la Figure 37 ont montré que les
extraits méthanoliques d’Anabeana spherica ont manifesté une excellente activité antagoniste
vis-a-vis de S.aureus, E.coli, et E.aerogenes. A 1’opposé, les extraits acétonique d’Anabeana
spherica ont montré aucune activité antagoniste vis-a-vis de germes pathogenes testés a

l'exception de Ps.aeruginosa..
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Figure 37 : L'étude de l'activité antibactérienne des extraits d’Anabeana spherica, isolées a
partir de I’eau du lac SMB et du barrage Sarno inoculées sur milieu de culture
liquide BG11, incubées a une température de 25°C avec une intensité lumineuse

de 2000 lumens vis-a-vis de certaines souches fongiques pathogenes.

3.12. L'étude de I'activité antifongique des extraits d’Anabeana spherica

L'étude de l'activité antifongique des substances extraites d’Anabeana spherica, est mise en
évidence vis-a-vis de champignons filamenteux et la levure. Les résultats obtenus de ’activité
antifongique illustrés dans la Figure 38 ont montré que les extraits d’éther diéthylique ont
manifesté une faible activité antagoniste vis-a-vis d'4.flavus. Par ailleurs, les autres extraits
d’Anabeana spherica ont présenté aucune activité antagoniste vis-a-vis de champignons

filamenteux et la levure.
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Figure 38 : L'étude de l'activité antifongique des extraits d’Anabeana spherica, isolées a partir
de I’eau du lac SMB et du barrage Sarno inoculées sur milieu de culture liquide
BG11, incubées a une température de 25°C avec une intensité lumineuse de 2000

lumens vis-a-vis de certaines souches fongiques pathogénes.

4. Caractérisation des pigments photosynthétiques de la souche de cyanobactérie, isolée
sélectionnée antagoniste

L'étude de l'activité antagoniste d’Anabeana spherica, isolées a partir de I’eau du lac SMB et
du barrage Sarno vis-a-vis de certaines souches bactériennes, fongiques pathogénes a montré
que leurs extraits ont manifesté une excellente activité inhibitrice de 80 % vis-a-vis de la totalité
des germes testés.

Les résultats de la caractérisation de la chlorophylle (Figure 39) ont montré que le pigment ¢lué
a un temps de rétention de 18,75 min et présent a une concentration de 9.23 %. Par ailleurs, le
Tableau 11 a permis l'exploration du temps de rétention et la détermination de la concentration
des différents pigments solubles dans I’extrait de la souche la plus performante, analysée a des
longueurs d'ondes comprises entre 190-600 nm.

L’analyse de I’extrait d’Anabeana spherica par 'utilisation de ’HPLC pour la caractérisation

des pigments solubles organiques xanthophylles a permis la détection de 9 pics, dont
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I’identification est basée sur la mise en ceuvre des étalons commerciaux et la comparaison des
chromatogrammes disponibles dans la littérature.

La comparaison entre les pics obtenus avec les étalons commerciaux et les chromatogrammes
a permis l'identification de a-caroténe et f-caroténe, qui représentent respectivement un taux
de (4.3, 4.1 %). Cependant, la lutéine, 1’astaxanthine et la violaxanthine sont présentes a un taux
de (2.01, 1.89, 1.03 %). En outre, la canthaxanthine, la neoxanthine et la zeaxanythine se

présentent respectivement une concentration de (0.82, 0.79, 0.41 %).

Tableau 10 : Détermination du temps de rétention et la concentration de la chlorophylle

d’Anabeana spherica, isolée de 1’eau du lac SMB.

Pigment Temps de rétention (min)  Concentration %

Chlorophylle 18.75 9.23

Figure 39 : Caractérisation des pigments de la chlorophylle extraites a partir
d’Anabeana spherica, isolée de I’eau du lac SMB par la méthode

HPLC-DAD.
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Tableau 11 : Exploration du temps de rétention et la détermination de la concentration des

différents pigments de | 'extrait d’Anabeana spherica, isolée de 1’eau du lac

SMB.
NF° pics Pigments I;e?tr:risio(f Concentration %

01 a-Caroténe 6.410 43

02 p-Caroténe 7.150 4.1

03 Lutéine 8.610 2.01

04 Zeaxanythine 12.400 0.41

05 Canthaxanthine 13.750 0.82

06 Neoxanthine 14.000 0.79

07 Astaxanthine 15.190 1.89

08 Violaxanthine 16.660 1.03

Figure 40 : Caractérisation des pigments fluorescents xanthophylles extraites a partir

d’Anabeana spherica, isolée a partir de I’eau du lac SMB par ’'HPLC.
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Discussion

L'activité antagoniste des cyanobactéries isolées des eaux douces du lac SMB et du barrage
Sarno constitue un nouveau projet de recherche en Algérie.

L’objectif de ce travail est I’isolement, la purification des souches de cyanobactéries a partir
des échantillons d’eaux douces, du lac SMB et du barrage Sarno, I'é¢tude de I'activité antagoniste
des molécules intracellulaires et extracellulaires produites chez les cyanobactéries vis-a-vis
d’une large gamme de microorganismes responsables d’infections nosocomiales. La
caractérisation de pigments photosynthétiques produits chez les cyanobactéries isolées
sélectionnées antagonistes par ’appareil d’HPLC est envisagée.

L'étude portée essentiellement sur I’analyse des parameétres physico-chimiques des eaux douces
du lac SMB et du barrage Sarno, a indiqué que I’eau du lac SMB constitue une source favorable
de prolifération des cyanobactéries. Les valeurs de pH mesurées des eaux douces du lac SMB
et du barrage Sarno constituent un facteur stimulant de la croissance des cyanobactéries.

Des travaux antérieurs réalisés par Oberholster et ses collaborateurs (2004) ont rapporté que la
température de la croissance des cyanobactéries dans 1’eau douce est relativement faible par
rapport a la majorité des algues, favorisée par des températures supérieures a 20°C.

Par ailleurs, les travaux réalisés par Robarts ses collaborateurs (1987) ont suggéré que la
température constitue l'un des facteurs essentiels impliqués dans la prolifération des
cyanobactéries. La zone euphotique des eaux douces du barrage Sarno est trés élevée par
rapport a celle du lac SMB, ce qui explique la présence d'une importance quantité de molécules
en suspension par rapport a celle du barrage Sarno, zone dans laquelle se multiplient le
phytoplancton et les cyanobactéries.

Les nitrates (NO3) et les nitrites (NO2) sont les produits obtenus de l'oxydation de I’ion
ammonium (NH4) en nitrites et en nitrates, en présence de bactéries appartenant au
genre Nitrosomonas de Nitrobacter respectivement.

Harding et ces collaborateurs (1999) ont rapporté que la présence d’une quantité suffisante de
I’azote dans les eaux douces, constitue un facteur favorisant la croissance des cyanobactéries.
Les Oscillatoriaceae isolées a partir de I’eau du lac SMB ont représenté 75 %, ce qui explique
la prédominance des cyanobactéries appartenant a cette famille au sein de la communauté
phytoplanctonique. Des travaux antérieurs réalisés par Oufdou et al., (2009) ont porté sur la

prédominance des cyanobactéries dans les lacs peu profonds et des étangs.
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De nombreuses especes appartenant a la famille d'Oscillatoriaceae sont répertoriées en Algérie
dont Pseudanabaena catenata (Ghedadbia et al., 2012), Oscillatoria sp et Pseudoanabaena
galeata (Saoudi, 2009) et au Maroc Pseudanabaena galeata, Pseudanabaena mucicola,
Oscillatoria chlorina (Oudra et al., 2002).

Les Nostocaceae isolées a partir de I’eau du lac SMB ont représenté 25%, constituées
essentiellement d'dnabaena spherica, espéce cosmopolite et souvent incriminée dans la
formation de blooms toxiques (Oufdou et al., 2009).

De nombreuses espéces isolées a partir de certains écosystémes aquatiques au Maroc, dont
Anabaena aphanizomenoides, responsables des blooms toxiques au lac Oued Mellah (Sabour
et al., 2002) et Nostoc muscorum souvent rencontrée dans la région d’Oukaimden (Oudra,
2001).

Deviram et ces collaborateurs (2011) ont rapporté que les cyanobactéries isolées a partir du sol
appartiennent a la famille des Oscillatoriaceae.

Deux especes de micro-algues isolées de la région Helwan (Egypte) ont manifesté une activité
antimicrobienne vis-a-vis de nombreux micro-organismes pathogeénes, dont certains sont des
multirésistants (EI-SEMARY et al., 2011).

Quatre especes appartenant a la famille des cyanobactéries isolées des eaux douces du lac SMB
et une seule espece du barrage Sarno sont identifiées.

L'étude réalisée sur 1’activité antagoniste des cyanobactéries isolées des eaux douces du lac
SMB et du barrage Sarno vis-a-vis des souches responsables d’infections nosocomiales a
montré une excellente activité d'inhibition. De nombreux travaux réalisés ont montré que les
cyanobactéries, dotés d une activité antimicrobienne peuvent constituer une nouvelle source de
molécules intéressantes (Ahmadi ef al., 2014). Par ailleurs, l'activité antagoniste des substances
extracellulaires produites chez les cyanobactéries, isolées a partir de certains écosystémes
aquatiques marocains a montré que 25 % des molécules extracellulaires testées ont manifesté
une excellente inhibition de la croissance de M. [uteus, B. subtilis, S. marcescens, B. cereus, E.
coli et S. aureus (Oufdou et al., 2011). En outre, d’autres molécules extracellulaires produites
chez N. muscorum, N. piscinale, N. punctiforme et A. orizae ont manifesté une inhibition de la
croissance de S. aureus (Caire et al., 1993).

Les résultats obtenus ont montré que les molécules extracellulaires d’Oscillatoria sp ont exercé
une importante activité inhibitrice de la croissance de K. pneumoniae et E. coli.

Caire et ses collaborateurs 1993 ont rapporté que les molécules extracellulaires produites chez
Nodularia  punctiforme, Nostoc muscorum, Nostoc piscinale, Anabaena orizae,

Tolypothrix tenuis et Scytonema hofmani ont révélé 1’inhibition de la prolifération de
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C. albicans. Par ailleurs, le screening des substances extracellulaires produites chez les
cyanobactéries, isolées des eaux douces du lac SMB et du barrage Sarno ont montré 1’absence
de l’activité inhibitrice de croissance de C. albicans, A.flavus et A.niger. Des travaux antérieurs
de Birgit et Ultrich (2000) ont montré que les extraits d’Oscillatoria limnetica ont manifesté
une inhibition de la croissance d’E.coli.

Les molécules excrétées par Anabaena sp., O.subtilissima et O.limnetica ont révélé une activité
inhibitrice de la croissance de Saccharomyces cervisiae. Cependant, la souche B. subtilis a
exercé une excellente résistance vis-a-vis d'extraits extracellulaires d’Oscillatoria latevirens,
Lyngbya martensiana et Chrococcus minor (Madhumathi et al., 2011).

Kreitlow et ses collaborateurs (1999) ont rapporté sur les extraits aqueux de 12 espéces de
cyanobactéries appartenant aux genres Anabaena, Oscillatoria, Pseudanabaena, Limnothrix et
Synechocystis qui ont manifesté aucune activité antagoniste vis-a-vis de certaines bactéries a
Gram négatif telles que E. coli, S. marcescens, Proteus mirabilis, des bactéries & Gram positif
telles que S. aureus, B. subtilis et la levure C. albicans.

Mundt et ses collaborateurs (2001) ont rapporté que les extraits aqueux de 35 souches
appartenant a la famille de cyanobactéries ont révélé aucune activité antagoniste vis-a-vis de
certaine bactérie a Gram négatif telle que E. coli et les bactéries & Gram positif telles que B.
subtilis, S. aureus.

Les extraits d 'Oscillatoria princeps ont manifesté une activité inhibitrice de la croissance de
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Brucella bronchiseptica
(Gupta et al., 1965). Les molécules produites chez Oscillatoria formosa ont révelé une moyenne
activité inhibitrice de la croissance d’E.aerogenes (Priyadharshini ef al ., 2013). Ces résultats
se concordent avec les travaux antérieurs de Gurbuz et al., (2008), qui ont rapporté que E.
aerogenes est sensible aux extraits méthanoliques d’O. formosa.

Les extraits méthanoliques de Cylindrospermopsis raciborskii, Tychonema bourrellyi et
Anabaena lemmermannii ont révélé une importante inhibition de la croissance de certaines
bactéries a Gram positif telles que S. aureus, B. subtilis, et d'E.coli (Patra et al., 2008).

Satsry et ces collaborateurs (1994) ont rapporté sur l'inhibition de la croissance de certaines
bactéries responsables d’infections nosocomiales en présence des extraits chlorophormiques et
méthanoliques de Halimeda tuna (Satsry et al., 1994).

Les résultats obtenus ont montré que les extraits (méthanolique, 1’éthanolique, I’acétonique et
¢ther diéthylique) de cyanobactéries isolées des eaux douces du lac SMB et du barrage Sarno
ont manifesté une importante activité antibactérienne et antifongique contre des souches

pathogenes responsables d’infections nosocomiales.
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Les résultats obtenus de I’activité antibactérienne des molécules extracellulaires produites chez
les cyanobactéries, isolées des eaux douces du lac SMB et du barrage Sarno ont montré que
’utilisation des extraits méthanolique et acétonique d’Oscillatoria sp ont manifesté une
excellente activité antagoniste vis-a-vis de certains germes témoins de [activité
antibactérienne. Madhumathi et ces collaborateurs (2011) ont rapporté que I'utilisation de
I’extrait acétonique d’Oscillatoria latevirens a révélé une tres forte activité inhibitrice contre
Staphylococcus aureus et Streptococcus mutans. Des travaux antérieurs réalisés par Ahmadi et
al., (2014) ont rapporté que I’extrait méthanolique d’Oscillatoria sp a donné une importante
activité inhibitrice vis-a-vis de Klebsiella pneumoniae et Streptococcus mutans.

Les résultats obtenus ont montré que l'utilisation de ’extrait méthanolique d’Oscillatoria a
donné une excellente activité inhibitrice de Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus.
Par ailleurs, I’extrait acétonique d’Oscillatoria a présenté une importante activité inhibitrice de
la croissance d’Enterobacter aerogenes.

Des travaux antérieurs réalisés par Sakthivel er al., (2011) ont rapporté que [’extrait
méthanolique d’Oscillatoria saliva a exercé une activité antibactérienne vis-a-vis de
Staphylococcus aureus et Shigella flexneri. Bharat et ces collaborateurs (2013) ont suggéré que
l'utilisation de 1’extrait éthanolique de Microcoleus sp. a manifesté une excellente activité
inhibitrice de la croissance d'Escherichia coli. Sakthivel et al., (2011) ont rapporté que certaines
cyanobactéries marines unicellulaires appartenant au genre Synechocystis et Synechococcus ont
exercé une activité inhibitrice vis-a-vis de certaines bactéries a Gram négatif telles que Shigella
flexneri et Salmonella typhi.

Par ailleurs, l'utilisation des extraits acétoniques de Phormidium sp. a exercé une forte activité
inhibitrice de la croissance de Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris et Staphylococcus
aureus, et une tres faible activité inhibitrice de la croissance de Pseudomonas aeruginosa.
Des travaux antérieurs réalisés par Sakthivel ef ces collaborateurs (2011) ont rapporté que
Phormidium tenu a manifesté un effet inhibiteur sur la croissance de Staphylococcus aureus et
Salmonella typhi. Ahmadi et ces collaborateurs (2014) ont rapporté que les extraits
méthanoliques et les extraits acétoniques de Lyngbya sp ont manifesté une tres forte activité
antibactérienne vis-a-vis d'Escherichia coli, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus et
Klebsiella pneumoniae.

Des travaux antérieurs réalisés par Priyadharshini et al., (2013) ont rapporté que les extraits
méthanoliques et acétoniques de Lyngbya aestuarii ont manifesté une importante activité
inhibitrice de la croissance de Staphylococcus aureus et Salmonella typhi. Par ailleurs,

l'utilisation des extraits méthanoliques et acétoniques de Spirulina plantensis a manifesté une
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importante activité inhibitrice de la croissance de Staphylococcus aureus et Salmonella
typhimurium (Kumar, et al.,2011).

Les résultats obtenus ont montré clairement que 1’utilisation des extraits méthanoliques de
Lyngbya sp a exercé une importante activité inhibitrice de la croissance de Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Tuney et ses collaborateurs (2006) ont
rapporté que les extraits acétoniques de Lyngbya martensiana ont exercé une excellente activité
inhibitrice de la croissance des souches bactériennes pathogeénes responsables d’infection
urinaire. Des travaux antérieurs réalisés par (Bharat et al., 2013) ont rapporté que 1'utilisation
des extraits de Lyngbya officinalis a révélé une forte activité antibactérienne vis-a-vis de
Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis (Bharat et al., 2013).

Des travaux antérieurs réalisés par Kaushik et ses collaborateurs (2009) ont rapporté que
l'utilisation des extraits d’Anabeana sp. a manifesté I’inhibition de la croissance de
Staphylococcus aureus, d'Escherichia coli, de Pseudomonas aeruginosa, de Klebsiella
pneumoniae et de Salmonella typhi.

L'utilisation des extraits méthanoliques et acétoniques d’Anabeana spherica a montré une
excellente activité inhibitrice de d'Escherichia coli, d'Enterococcus facium, de Staphylococcus
aureus et de Salmonella senftenber (El-Aty et al., 2014).

Les résultats obtenus ont montré que l’utilisation des extraits méthanoliques d’Anabeana
spherica a exercé un excellent pouvoir d'inhibition de la croissance d’Escherichia coli,
Staphylococcus aureus et Proteus vulgaris. Bharat et ces collaborateurs (2013) ont rapporté
que l'utilisation des extraits d’Anabeana sp, Anabeana variabilis a manifesté une excellente
activité inhibitrice vis-a-vis de Staphylococcus aureus et de Bacillus subtilis.

El-Aty et ces collaborateurs (2014) ont rapporté que l'utilisation des extraits méthanoliques et
acétoniques d ’Anabeana spherica ont manifesté aucune activité inhibitrice de la croissance de
Salmonella typhimurium. Par ailleurs, les résultats obtenus de I’activité¢ antibactérienne des
extraits éther diethyliques d’Oscillatoria sp, Lyngbya sp et Anabeana spherica vis-a-vis les
souches bactériennes pathogeénes responsables d’infections nosocomiales sont comparables a
ceux rapportés par Madhumathi et al., (2011), qui ont montré que Staphylococcus aureus et
Klebsiella pneumoniae se manifestent résistantes aux extraits d’éther diethyliques
d’Oscillatoria latevirens, Phormidium corium et Microcystis aeruginosa.

Sakthivel ef ces collaborateurs (201 1) ont rapporté que les extraits méthanoliques d’ Oscillatoria
willei, Phormidium tenue et Phormidium fragile ont manifesté aucune activité inhibitrice vis-

a-vis de Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa.
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Les résultats obtenus ont montré que 1’utilisation des extraits des cyanobactéries, isolées des
eaux douces du lac SMB et du barrage Sarno a manifesté un faible pouvoir d'inhibition de la
croissance d’Escherichia coli. Par ailleurs, des travaux antérieurs réalisés par Madhumathi ez
al., 2011) ont montré que l'extrait méthanolique d’ Anabeana spherica a manifesté une moyenne
activité inhibitrice de la croissance d'Escherichia coli.

Naveen et ces collaborateurs (2013) ont rapporté que les extraits de Lyngbya officinalis,
Anabaena fertillisma et Anabeana variabil ont exercé une faible activité inhibitrice vis-a-vis
d’E.coli et Micrococcus flavus.

Des travaux antérieurs réalisés par Kreitlow er al., (1999) ont rapporté que les extraits
d’Oscillatoria sp. et Limnothrix sp., isolées des eaux salées ont manifesté une faible activité
inhibitrice vis-a-vis d’Escherichia coli. Par ailleurs, les extraits Anabeana, Lymnothrix et
Synechocystis ont révele une inhibition de la prolifération de Candida albicans. Les travaux
antérieurs réalisés par Cano et al., (1990) ont rapporté que Candida albicans a montré une
résistance aux extraits de Nostoc muscorum.

Les résultats obtenus ont montré que I’utilisation des extraits d’éther diethylique de Lyngbya sp
de Phormidium sp ont révélé une excellente activité inhibitrice de croissance de Candida
albicans. Sakthivel et al., (2011) ont rapporté que les extraits méthanoliques de Synechocystis
salina, Spirulina subsalsa, Oscillatoria cortiana, Oscillatoria salina, Oscillatoria willei,
Phormidium fragile et Phormidium tenue, isolées du lac de Pichavaram, (Inde) ont manifesté
une excellente activité inhibitrice contre cing souches fongiques pathogenes.

Sundararaman et al., (2006) ont rapporté que l'activité antifongique est fortement lice a la
souche de cyanobactéries productrices de molécules inhibitrices et la nature du solvant
d'extraction utilisé. Sakthivel ez al., (2011) ont rapporté que les substances inhibitrices produites
chez Oscillatoria latevirens, Phormidium corium, Lyngbya martensiana, Chroococcus minor,
Microcystis aeroginosa sont trés efficaces par rapport aux agents antibactériens et
antifongiques.

Par ailleurs, les résultats obtenus ont montré que les molécules extracellulaires produites chez
Oscillatoria sp. et Anabeana spherica ont manifesté aucune activité inhibitrice vis-a-vis de
Candida albicans. Les travaux antérieurs réalisés par Sundararaman et al., (2006) ont rapporté
que l'espece Phormidium a manifesté une importante activité inhibitrice de la croissance de
Candida albicans.

Sakthivel ez al., (2011) ont montré que les extraits d’Oscillatoria salina ont révélé une forte
activité inhibitrice de la croissance de Fusarium solani, Candida albicans et Pyricularia oryzae.

Cependant, les travaux de Caire et ses collaborateurs (1993) ont montré que les substances
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extracellulaires produites chez Anabaena orizae et Nostoc piscinale ont inhibé la croissance de
Candida albicans. Les extraits de Nostoc paludosum ont exercé une importante activité
inhibitrice vis-a-vis de Candida albicans avec des diametres des zones d'inhibition de 23 mm
(Ramachandra et al., 1994).

Les extraits de Nostoc commune ont exercé une activité inhibitrice de croissance de Candida
albicans (deMule et al.,1991). Les cyanobactéries peuvent constituer une nouvelle source de
molécules antifongiques (Kim ef al., 2006).

Le screening des molécules extracellulaires a montré que les extraits d'éther diéthylique et
acétonique de Spirulina platensis ont manifesté une excellente activité¢ inhibitrice de la
croissance vis-a-vis de souches fongiques pathogenes responsables d’infections nosocomiales
Tuney et al., (2006).

Des travaux antérieurs réalisés par Kim et al, (2006) ont rapporté¢ que les souches de
cyanobactéries appartenant aux genres Oscillatoria, Anabaena, Nostoc, Nodularia, et Calothrix
ont manifesté une activité¢ antifongique vis-a-vis de nombreux champignons pathogenes.
Prashantkumar, et ses collaborateurs (2006) ont rapporté que les extraits méthanoliques de
cyanobactéries ont manifesté une excellente activité antifongique vis-a-vis de Aspergilus niger
et Aspergilus flavus. Les résultats obtenus ont montré que la souche fongique Aspergillus flavus
a montré une résistance aux extraits d’Oscillatoria sp, Lyngbya sp et Phormidium sp. Nos
résultats sont en parfaite corrélation avec les travaux antérieurs réalisés par Sakthivel et al.,
(2011) qui ont rapporté que Aspergilus Flavus et aspergilus fumicatus ont manifesté une forte
résistance aux extraits d’Oscillatoria cortiana, Oscillatoria salina, Phormidium fragile et
Synechocystis salina. Par ailleurs, Candida albicans et Colletotrichum falcatum ont montré
une résistance aux extraits d’Oscillatoria willei et Spirulina subsalsa Sakthivel et al., (2011).
Nos résultats se concordent avec les travaux antérieurs réalisés par Oufdou et al., (2009), qui
ont rapporté que Candida albicans a montré une résistance aux extraits de Pseudoanabeana sp.
et Oscillatoria sp. Les extraits d'éther diethylique de Chrococcus minor, Phormidium corium
et Oscillatoria latevirens ont révélé une excellente activité antifongique vis-a-vis de S. cerevisae
et C.albicans (Madhumathi et al., 2011).

Les résultats obtenus ont montré que les extraits éthers diethyliques de Lyngbya sp. et
Phormidium sp. ont exercé une excellente activité antifongique vis-a-vis Aspergilus flavus et
Aspergilus niger. A cet effet, les pigments photosynthétiques des cyanobactéries peuvent étre
impliqués dans l'activité inhibitrice de la croissance de certaines souches responsables

d’infection urinaire (Yamazaki et al., 2004).
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Penny, (2013) a rapporté que les différents pigments de xanthophylle solubles dans les solvants
organiques ont contribué a I’inhibition de la prolifération des souches bactériennes pathogeénes
notamment Helicobacter pylori (Penny, 2013).

Les résultats de la caractérisation des pigments fluorescents ont monté que le compos€ majeur
de I’extrait d’Anabeana spherica est la chlorophylle, pigment photosynthétique primordial des
cyanobactéries. Par ailleurs, les molécules a-caroteine et B-caroteine sont présentes a des
concentrations moyennes par rapport a la chlorophylle.

Des travaux antérieurs réalisés par (Gao, 2005 ; Osowski, 2010; Yamazaki et al., 2004, Larato
et al., 1970) ont rapporté sur les activités inhibitrices de la croissance des souches bactériennes
responsables d’infections urinaires, le soulagement des symptomes de la cystite, anti-
inflammatoire par accélération de la cicatrisation lors de l'application de la chlorophylle
directement sur les plaies et anticancéreuses par réduction du taux de cancer de foie de 64-
29 %et de l'estomac de 45-24% (McQuistan ef al., 2011). La chlorophylle a exercé une activité
antioxydante. Cependant, les travaux antérieurs réalisés par de Boloor et ses collaborateurs
(2004) ont rapporté sur l'activité antioxydante de la chlorophylline par rapport a la resvératrol,
molécule organique, utilisé comme meilleur outil dans la lutte contre les dommages oxydatifs
induits par des agents cancérigénes chimiques et les radiations.

La lutéine est une molécule exercant une activité anti-oxydante et permet la réduction des dégéts
causés par les radicaux libres et par conséquent la réduction du taux de cancer du sein et
ralentissement de I'athérosclérose les artéres bouchées et les maladies cardiovasculaires
(Bardoulat, 2007 ; Kim, 2015).

Des travaux antérieurs réalis€és par Boloor et ses collaborateurs (2004) ont rapporté que
I’astaxanthine a contribué a la protection de la peau contre les effets nocifs des rayons
ultraviolets, ’atténuation de la dégénérescence maculaire liée au vieillissement, la protection
contre certains cancers induits par des produits chimiques, 1’augmentation des niveaux de
lipoprotéines de haute densité et la stimulation du systéme immunitaire.

La violaxanthine est un caroténoide manifestant une activité inhibitrice de la croissance des
souches bactériennes, antiviral, antiallergique et antiplasmodique, et contribue au bon

fonctionnement de I’appareil digestif et la prévention des ulceres (Penny, 2013).

78



Conclusion et
perspectives



Conclusion et Perspectives
L

Conclusion et Perspectives

L’étude de I’activité antagoniste des cyanobactéries présente un intérét particulier afin de pallier
a un certain nombre de problémes rencontrés notamment dans les secteurs pharmaceutique,
alimentaire, industriel, médical, écologique et environnemental.

L'objectif de ce présent travail est la purification, I’identification des cyanobactéries isolées des
eaux douces du lac SMB et du barrage Sarno de la wilaya de Sidi Bel Abbes et 1'étude de leur
activité antagoniste vis-a-vis de certaines souches bactériennes et fongiques pathogenes, ainsi
que la caractérisation des pigments photosynthétiques produites chez la souche sélectionnée
antagoniste par la technique d’HPLC.

Le criblage primaire a permis I’isolement de quatre souches de cyanobactéries a partir des eaux
douces du lac SMB et du barrage Sarno. Les Oscillatoriaceae ont représenté 75 % des souches
isolées.

L'utilisation des extraits méthanoliques et acétoniques d’Oscillatoria sp, et 1’extrait
méthanolique d’A.spherica et lyngbya sp ont manifesté une excellente activité antibactérienne
vis-a-vis des germes témoins de cette activité.

La souche E.coli a présenté une forte résistance par rapport a la totalité des extraits des
cyanobactéries isolées.

Par ailleurs, 1'é¢tude de ’activité antifongique des cyanobactéries vis-a-vis des champignons
filamenteux : Aspergilus niger ATCC 6275, Aspergilus flavus ATCC 10124 a révélé que les
extraits d’éther diétyliques de Lyngbya sp et Phormidium sp ont manifesté une excellente
activité antagoniste. Par contre, les molécules extraites d’Anabeana spherica ont manifesté une
faible activité antagoniste vis-a-vis de souches fongiques pathogenes.

A.flavus et C.albicans ont montré une résistance aux extraits acétoniques des cyanobactéries.
La caractérisation des pigments photosynthétiques qui peuvent étre responsables de I’activité
antagoniste d’Anabeana spherica, réalisée par la technique d’HPLC a permis l'identification de
9 composés: la chlorophylle, o-caroténe, [-caroténe, la luteine, [’astaxanthine, la
violaxanthine, la Zeaxanythine, Neoxanthine et Canthaxanthine.

La présente étude a fourni une idée de base pour la lutte contre les souches pathogénes
responsables d’infections nosocomiales et a montré le grand potentiel antimicrobien de
certaines souches de cyanobactéries isolées des eaux douces vis-a-vis des souches d’intérét

sanitaire.
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Des questions subsistent encore et de nouvelles perspectives s’ouvrent afin de mieux
comprendre le mécanisme d’action des molécules responsables de ’activité antagoniste.
Des études approfondies doivent complémenter ce modeste travail tel que :
v Etude de la biodiversité des cyanobactéries présentes dans les différents retenus d’eau.
v L’identification moléculaire par amplification des fragments ADN codant la région
ARN 16S.
v’ Caractérisation des molécules impliquées dans l'activité antagoniste par des techniques

modernes telles HPLC, FPLC
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture

Composition de milieu BG 11

94

NaNO; 15¢g
K>HPO4 031g
MgSOa, TH20 0075 g
CaClp, 2H.O 0.036 g
Acide citrique 0.006 g
Citrate ferrico-ammonique 0.006 g
EDTA 0.001 g
NaxCOs 0.02 ¢
Solution d'oligoéléments I ml
Eau distillée 11
PH 7.1
Agar-agar 7g
Solution trace
H;BOs 2.86¢g
MnCl2.4H>O 1.81g
ZnS04.7H>0 0222 ¢
NaxMo004.2H>0 0.390 g
CuS04.5H20 0.0729 g
Co(NO3)2.6H,0 0.04%4 g
Eau distillée 11
Gélose PDA
Agar-agar 20g
Pomme de terre épluchée 200 g
Glucose 10g
Eau distillée gsp 11
pH 7.0+0.5a25°C
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Gélose nutritive

Extrait de viande lg
Extrait de levure 2g
Peptone S5¢g
Chlorure de sodium 5¢g
Agar-agar I5¢g
Eau distillée gsp 11
pH 7,4

Gélose Sabouroud

Peptone 10g
Glucose 20g
Agar-agar 15¢g
Eau distillée gsp 11
pH 6
Mueller Hinton
Hydrolysat acide de caséine 175¢
Infusion de viande 2g
Amidon soluble 1,5¢g
Agar-agar 17¢g
PH 7,3

Bouillon nutritif

Tryptone 10 g
Extrait de viande 5¢g
Chlorure de sodium 5g
Eau distillée 11
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Annexe 2 : Préparation de la solution de citrate de fer ammoniacal.

La préparation de 30 g de la variété brune de citrate de fer ammoniacal nécessite, 65% d’acide
citrique qui correspond a 19.5 g, 18 % de fer qui correspond a 5.4 g et 9 % d’ammoniaque donc

2.7 gde NHz ou 11.25 ml de NH4OH a 25 %.

Préparation de I’hydroxyde de fer (III)

On mélange 22.5 g de Fe2SO4, 7 H20 dans 200 ml d’eau distillée, agiter bien. Dans un bocal de
600 ml, on mélange cette solution avec 100 ml de H2O2 a 3 %, la solution verte devient brune
il y’a la formation de Fe2(SOs)2, H2O. Par la suite on ajouter 3.19 g de NaOH et on chauffe la

solution, cette dernicre est ensuite filtré a I’aide de papier Watman.

Préparation de la solution de citrate de fer ammoniacal
Une fois Fe(OH3) récupéré, on prend 5.4 gr de cette poudre et on ajoute 19.5 g d’acide citrique

et 11.25 ml d’ammoniac NH4OH a 25%.

Préparation de H2022 3 % a partir de H20224 10 %
Pour la préparation de 100 ml de H>0O2 a 3 %, on prend 30 ml d’eau oxygénée a 10 % et on

complete le volume jusqu'a 100 ml d’eau distillée.
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Annexe 3 : Fiche de collecte de données.

Nom du plan d’eau : SMB.
Date et heure du prélevement : 07/07/2014 a 10h.30 min.
N° du site : 01.

Tair PH P/DS F’Ieur . Od.eur Ensoleillement Force du vent
eau d’eau inhabituelle
19°C 25°C 7 125 ABSENTE ABSENTE + +/- -  Calme Léger Fort

Remarque personnelle

Etiquette comportant la codification des échantillons d’eau

SMB- Site 1- 07/07/2014 (Silvano et al., 2005).
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Annexe 4 : Fabrication et méthode d’utilisation du disque de Secchi.

Le disque de Secchi est un outil tres simple que I’on peut utiliser pour obtenir une meilleure

estimation de la transparence de 1’eau.

Fabrication du disque de Secchi

Découper un disque d’environ 25 cm de diametre (morceau de métal) puis tracez dessus deux
lignes de fagon a obtenir quatre quartiers, Peignez ces quartiers en blanc et en noir avec une
peinture mate pour éviter les reflets, percer un petit trou au centre du disque. Faite passer par
ce trou un fil ou un morceau de corde. Attacher au-dessous du disque un petit pois (une pierre)

puis attacher le disque a I’extrémité du fil, contre le pois.

Utilisation du disque de Secchi

On fait descendre doucement le disque dans 1’eau et on arréte lorsqu’on commence a ne plus le
voir. On note le point o le file coupe la surface de I’eau (point A). Apres avoir noté I’endroit
le long du fil ou le disque disparait, on abaisse le Iégérement et on remonte le disque jusqu'a ce
qu’il réapparaisse (point B). Le point C se situe a mi-chemin entre le point A et le point B.
Mesurer la transparence de I’eau qui correspond a la distance entre la partie supérieure du disque

et le point C.

Photo du disque de Secchi
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Annexe 6 : Fabrication d’un Incubateur Artisanal.

Nous avons procédé a la fabrication d’un incubateur artisanal de longueur de 100 cm, de largeur
de 60 cm et de hauteur de 60 cm, L’incubateur est constitué de deux parois en PVC, ou on a
mis de la laine de verre entre ces deux parois pour permettre 1’isolation thermique.

La température est contrdlée a I’aide d’une sonde qui est fixé a I’intérieur de 1’incubateur,
’affichage de la température se fait a 1’aide d’un afficheur qui est fixé au dessue de I’incubateur.
Une résistance de puissance de 50 watt est fixé a 'intérieur de 1’incubateur, quand la
température chute au dessue de 25°C la résistance se déclenche. Un systeme de refroidissement
est installé a la face arriere de I’incubateur, si la température augmente au-dela de 25°C, le
systéme de refroidissement se déclenche.

Une source de lumiére qui représente une intensité de 2000 lumens, pour cela I’incubateur est
muni de deux tube fluorescent de lumicre blanche chaque tube a une intensité¢ lumineuse de
1000 lumens pour donner une luminosité de 2000 lumens.

Une minuterie est réglée pour avoir une photopériode de 12 heures de lumiére et 12 heures

d’obscurité.
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