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Résumé

Les infections nosocomiales constituent un véritable probléme de santé publique, du fait
de taux élevé de morbidité et de mortalité qu’elles génerent. En outre, 'utilisation excessive ou
inapproprié¢e d'antibiotiques déclenche I'émergence de souches résistantes obligeant ainsi, les
chercheurs a chercher d’autres molécules capables d’inhiber la croissance de ces germes.

L’objectif principal de ce travail consiste a valoriser 1’effet antagoniste des substances
bioactives des cyanobactéries, isolées a partir de certains écosystémes aquatiques algériens situés
dans la région de Sidi Bel Abbes et de Tlemcen, vis-a-vis de certaines souches pathogénes
responsables d’infections nosocomiales.

A cet effet, les extraits méthanoliques et aqueux des substances intracellulaires, ainsi que
les extraits d’acétate d’éthyle des substances extracellulaires des isolats de cyanobactéries ont été
testés in vitro par la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé vis-a-vis de 20 souches
bactériennes a Gram-positif (Staphylococcus aureus) et a Gram-négatif (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa), isolées a partir de
malades atteints d’infections nosocomiales hospitalisés au niveau de 1’Hopital Militaire Régional
Universitaire d’Oran. Les souches cliniques choisies pour évaluer l'activité antibactérienne ont
montré une résistance importante aux antibiotiques conventionnels.

L’identification morphologique classique a révélé un nombre de 9 espéces différentes de
cyanobactéries appartenant aux genres : Leptolyngbya, Pseudanabaena, Geitlerinema, Limnothrix
et Anabaena. Parmi les neuf especes, huit (88%) ont montré une activité contre au moins une
souche bactérienne testée. Les extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle de ces isolats ont
manifesté une forte activité inhibitrice de croissance notamment a 1’égard de certaines souches a
Gram positif. En revanche, les extraits aqueux n’ont pas donné généralement une importante
activité.

Par ailleurs, parmi les isolats de cyanobactéries présentant un potentiel antibactérien
intéressant, deux souches « D20 et D8O » ont fait I’objet d’une identification moléculaire par
amplification et séquencage du gene de ’ARNr 16S. Ainsi, I'isolat D20 présente 98% de
similarité avec Leptolyngbya sp. Alors que, 1’isolat D8O peut étre une nouvelle espece car elle ne

ressemble a aucune espéce de cyanobactérie connue a ce jour.

Mots clés: Cyanobactéries, écosystémes aquatiques, activité antagoniste, infections

nosocomiales, identification moléculaire.



Abstract

Nosocomial infections are a real challenge for public health because of the high rates of
morbidity and mortality they generate. Also, it has been proven that the excessive or inappropriate
use of antibiotics triggers the emergence of resistant strains obliging thus, researchers from all
over the world to search other molecules that can inhibit the growth of these strains.

The present work has been focused on the evaluation of the antagonistic activity of
bioactive substances of cyanobacteria, isolated from some Algerian aquatic ecosystems located in
the area of Sidi Bel Abbes and Tlemcen, against some pathogenic strains responsible for
nosocomial infections.

For this purpose, the methanol and water extracts of intracellular substances, and ethyl
acetate extracts of extracellular substances of cyanobacterial species were tested in vitro by the
method of diffusion in agar discs against 20 bacterial strains of Gram-positive (Staphylococcus
aureus) and Gram-negative (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii
and Pseudomonas aeruginosa) bacteria, isolated from patients with nosocomial infections
hospitalized in the Regional Military University Hospital of Oran. Clinical strains chosen to
evaluate antibacterial activity showed an important resistance to conventional antibiotics.

The classic morphological method revealed a number of 9 different species of
cyanobacteria, belonging to five genera: Leptolyngbya, Pseudanabaena, Geitlerinema, Limnothrix
and Anabaena. Among nine species, eight (88%) showed an activity against at least one of the
tested bacterial strain. Methanolic and ethyl acetate extracts of these isolated cyanobacteria
exhibited a strong activity against tested pathogenic bacteria selectively against Gram-positive
bacteria than Gram-negative bacteria. Whereas, Aqueous extracts didn’t present any important
activity.

Moreover, among the isolates of cyanobacteria presenting an interesting antibacterial
activity, two isolates « D20 and D8O » were the subject of molecular analysis by amplification
and sequencing of thel6S rRNA gene. Thus, the isolate D20 exhibited 98% sequence similarity
with Leptolyngbya sp. While, the isolate D8O may represent new species because the results

showed that these strain does not look like to any cyanobacteria species known until now.

Key words: Cyanobacteria, aquatic ecosystems, antagonistic activity, nosocomial infections,

molecular identification.



gadla

18305l il gl G pall Y ame gl Y 1 la5 ciia g gae dymam S il (s e JSI5
il oy L iaslie Y el ) (523 A saad) lalimall Canlia ) ol o jiall alasiu¥) eclld LY 5 e
A5 al ok i ot e 5,08 5 3T i 5 e il e ples 3 S 500

cold N L il Leais I L sl Adall o sl cl 580 A 0 58 Jasll 138 (e (a1 Caagll
i e ey ilaals (s3am it 8 lyond 3l 3 ol siall Al dum L SY) il ians (g Ay e
bdiiaall (g gaad dupaal) YL

LA Jala saal gidl 4y saad) iy jall Alall 5 4 sl cilialadiiid) jLad) a3 28 Ayl adg] ladas
sl LSl od LA A saal siall 4 sall iy all il Qi cilaliine SISy o165 311 L il
(Staphylococcus ) 2 don 5o 4558 A 20 2 el sy 8 (el BY) 5 485k A (e ¢ ridll

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli ) ¢ & 4l aqureus)

bl alial (5 glue o Clidiual 5500 (e O 5ilay 0l (da el (e A g 2e ( Klebsiella pneumoniae
3aS Aaglia LuSll sliaal) alal) apdi) 3 laall 4,0K0) VB o3 Cijelal ) ja s s Sudl (5 el
Aoalatl) 4 gaall laliaall

Latiall 5 el 5l LSl @Y e (e Adline p15l 9 Jde e Linslpe Y Jall apaad il S
«Y e Aaudll (e (Leptolyngbya, Pseudanabaena, Geitlerinema, Limnothrix, Anabaena) BRE
Al sl clealaioad) il La Laal a3 3 Ay Sl YL e saal s e JBY) e Ualis < yelal (788) 4l
A AL cilaliidll (s Al Al ay ol i dm e LSS slad aali (5 8 s e aum ULt JAY) i
Lala Unlii s

Ol AN a3 (g 88 a5 ySe i Ul < peal ) o8, 30 LSl ¥ e (g e ey e 3500
I 5 akiall 45 5all 3 il € il i dpaa A1 Jlaatinly Ay jall 3LhIL Lagle Cayxill « D8O 5 D20 »
D8O Al duwils Wl | Leptolyngbya sp. e 98 Yo 4L 4w D20 Aall &iyelal [ 16S (o550 ) ARN
138 Ui gl 45 yrall o8 ) 301 L 5l Y e (e g s ol 4l W Ll Cadl il (Y s e 65 () oS5 08

Copnil) el (5500 5 Se aa bl dglall A gl Y alaill ol LS sdalidall cialgl)



Table des matiéres

Remerciements
Résumé

Abstract

oeila

Table des matiéres
Liste des abréviations
Liste des tableaux
Liste des figures

IIEEOAUCTION ...t e e ettt eee e e e e e e e e e aaa e eseeeeetanaaaeeseeeeerenes 1

CHAPITRE I. Synthése bibliographique

L.1. Les CyanobactEries ............cooouiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeee ettt 3
L1 GENETAIIEES ..ottt sttt et sat e bt et esaeenbeeneesneenneas 3
[.1.2 Diversit€ MOTrPhOLOZIQUE .....c..eieeeiieeiiieeiiee ettt ettt ire e e e e e e e e s e e s ree e sseeeaseas 3
[.1.2.1. Forme des CYanObACIETIES ......ccouuieuieruieeiieniieeiiesieeieesiteeite et esiteeveesiee e 3
[.1.2.2. Taille des CeITULES......cc.eiruiriiiieieriieeeeee e 4
[.1.2.3. Type des COIIULES.....ccueiviiiiiieiiieieeeie ettt et 4
[.1.3. POSItION taXONOMIGUE. ... .ueeiiurieeiiieeiiieeireeetteestreeeteeesteeessseeesseeesseessseesssesessseeesssessnssees 6
1.1.3.1. Suivant le code de nomenclature botanique............coceeeerviereeniriicnieineniieneenens 6
[.1.3.2. Suivant le code de nomenclature bactériologique............ccceevvueerieriiieniieneeennens 7
[.1.4. Structure cytologique (UIrastruCture) ...........ceecvieriiieiiieeniieeiee e 10
O R 5 T . | (< R 10
| O B I T o 1 (o) OO 10
[.1.4.3. Le chromatoplasma...........c.cocueeiiiiieiiienie ettt et 11
[.1.4.4. Le CONtroPlasma .........ccueerieeiiierieeiienieeieeeieeereeieeeaeesaeeeveeseeesseeseesnseenseensnas 12
[.1.4.5. 1S INCIUSIONS ...couuiiiiiiiiiiiiieiie ettt ettt et 12
[.1.5. Description PhySIOIOZIQUE ......cc.eeetieiieeiieiie ettt ettt ettt e s tee st ebeesaeeeeeens 13
[.1.5.1. Photosynthése et fixation d’azote...........cceevereeiierieeiiieniicieeeeeeeee e 13

1.1.5.2. Mode NULTTHIONNEL ..o, 14



[.1.6. DeSCription ZENETIQUE ......cccveeerurieeiiieeiieeeieeeeieeeeieeeseteeeseteeerareesareessaeessseeesnseesnsseesnnns 15

[.1.7. Mode de 1eprOdUCTION ......ceeiuiieiiiieeiiie et et e et e et e e b e e sareeesaeessseeesnseeennseeennns 16
L1.8 HADITAL . ....eeeeieee ettt et ettt bt e et e e bt e st e e be e et e ebeesnneenean 16
[.1.9. Répartition dans le monde et en AIZErie ........cceevuieiiiiriiiiiiieieeieee e 17
[.1.9.1.Répartition dans e MONde ...........ccceeviiiiiiiiiiiiiieieeieeeeee e 17
[.1.9.2. Répartition €N AIZETIC .......ceevviieiiiieeiiee ettt e e e 18

L 1,10, USAZES oottt sttt et ettt et e st et e saneesbeesaneeneens 19
L1.10. 1. ATMENTAITE. ....eveiiieiieiiesieeie ettt sttt st 19

O O 0NN o4 031101101 e L (<R 19

0 O 0200 5 4 1<) o057 4 o | (R 20
L.1.10.4. TRErapeULIQUE ....eooueieiieiieeiieeiee ettt ettt ettt e beeenees 20

I.2. Les métabolites des cyanobactéries .................cccoeevieriiieriiiiniieccee e 27

[.2.1. MEtabolites PriMAITES. ....ccueevieriieeiieriieeiiente et ertieeteestteeteesaeeesbeenseesnseeseesnseenseassseeseens 24
L2.1. 1 PTOTEINES .ottt ettt st e 24

| B 53153 U (<SS 24
L.2.1.3. GIUCIAES. ..ttt ettt ettt e 25
L.2.1.4. VITAIMIINES ..ouveinviiiiiiieieeiiesieeie ettt sttt sttt ettt st st et sae e b e 25
| B TR o4 1441153 4 £ PP 25

[.2.2. MEtabolites SECONAAITES .........eeiuiiiiieiieeiieiie ettt ettt b e s ebe 26
[.2.2.1. Compos€s PhENOIIQUES........ccueriiriiiiieiirieieeee et 27
L.2.2.1.1. FIaVONOTACS . ..ottt 27

LL2.2. 120 TANINS ottt ettt et ettt ettt e saee e 28

[.2.2.2. ALCALOTAES. ...coueeeeieeiie ettt et e 28
[.2.2.3. COmMPOSES tEIPENIQUES.....cveemeermririeerieiienieeie ettt ettt ettt sre e sie e 29
L.2.2.4. SAPOMNINES ...eoovviiiieiiieiieeiie ettt ettt ettt et e et e e saeeesbeesseeenbeeseesnseenseennnas 29

I.3. Les infections nosocomiales....................ccoooiiiiiiiiniiiiniiicee e 30

L3010 GENETALILES ..ttt e b e sttt e s abe e b e saeeebee s 30
[.3.2. Agents microbiens reSPONSADIES ..........cecuiiriiiiiiiiiiieiieiie et 30
L.3.2.1. @S DACKEIIES ..ttt sttt st 30
[.3.2.2. LU8S VITUS .ottt sttt ettt ettt e e e 31
[.3.2.3. Les ChampPignonS......cc.eeecuiieeiiieeiieeeciiee et et eie e eee e eteeesaveeesnseeennseeenseeennns 31
1.3.2.4. LLeS PATASIEES ....eeeueieiieeiiiesiie ettt ettt ettt ettt ettt e et e et e et e ebeesaneebeeeneas 32

[.3.3. MécaniSme de tranSMISSION .......cecueruieruerruerieenteeteniiesteetesieesteetesieesteeaesseesseentesaeeneeeneenee 32

L.3.3. 1. AULO-TNTECTION cevvvteee ettt ettt e e e e e e e e eaaaeeeeeeeeeaeaanaaaaeeeeas 32



1.3.3. 2. HELEIO-INTECTION ..ottt e e e et ee e e e e e e eeaaneaeeeeeas 32

1.3.3.3. XENO-TNTECHON. .....eiiiiiiieiie ettt st 32
[.3.3.4. EXO-INTECTION ...oouiiiiiiiiieiie ettt st 33
[.3.4. Facteurs de riSqUE INTECTIEUX ......eevvieruiieiieriieeiieriie ettt et ettt et e e e seteebeeseneenseans 33
1.3.4.1. Facteurs 1i€s aux pathogeNneS.........cveviiiiiiriieiieie et 33
[.3.4.2. Facteurs [i€s au Pati@Nt.........cccueeeruiieeiiieeiiee et eeiee e ereeeevee e e e e e 33
[.3.4.3. Facteurs environnementaUX ............ccccueerueerueeeiueenueeeueenieesreesseesseesseesseesseesnnes 34
[.3.5. Principales infections N0SOCOMIALES .........ccueeuieriiiiiieniiieieeie et 34
[.3.5.1. INfECtIONS UTINAITES ....ccuviiiiiriiieiieeiieeite ettt ettt s e e 34
[.3.5.2. Infections poSt- OPEIAtOITES ......eeervveeerereeeiieeeiieeeieeeeieeeereeeereeesereeeneaeeenereeenens 35
[.3.5.3. INfeCtioNS IESPITALOITES ...uveeeueieeieeiiieiieeiiesiee et eieeete et eeabeeaeesabeebeesaeeebeeenees 35
1.3.5.4. Autres localisations INfECIEUSES .......ccereeruiriiiriiriiiiinieeeeteeee e 35
[.3.5.5. Bactériémies NOSOCOMIALES .......cceeruiriiirieniiiieriieieeeesie et 36
[.3.6. TaUX d@ PreVAICNICE ...ccveevuiieiiiiiieiieeiieete ettt ettt e be bt essve e seeesbeesseessseenseens 36
G TR 311 o T £ PPR 38
[.3.8. Résistances auxX antibIOtIQUES ......ccueerueeeuieriieeiieeniieeieesiteeteesieeeteesteesnbeenseesateebeesneeeseens 38

CHAPITRE I1. Matériel et méthodes

ODBJectif AU traVail.......couiiiiiiiii et 40
I1.1. Présentation des sites de prélevement ............cocooriiiiiieiiiiiienieeeee e 40
I1.1.1. Bassin versant de I'oued Mekerra ...........cocoeviriiiiininiiniiiiecceeee 40
I1.1.2. Cascades d’ EL QUL ......cccovieriiiiiiieieeieeee et 42
I1.2. Stratégie d'échantillonNnage ..........c.ceevviieiiiieiiieee e e 43
I1.3. Isolement, reconnaissance, purification et conservation des cyanobactéries ................... 43
I1.3.1. Préparation du milieu de culture.............ccoeviieiiiiniiiiiiiicccceecee e 43
I1.3.2. Techniques d’ensemencement et conditions d’incubation .............cccceecvereeennene. 44
I1.3.3. Culture et repiquage (obtention de cultures unialgales) ..........cccocceeeevveeenennee. 44
I1.3.4. Essai de purification de la culture unialgale ...........ccccooviriiiiiniiiniiieeee, 46
T1.3.5. CONSEIVALION ...ttt sttt sttt ettt ettt ettt b e et sbe et eane e 46
I1.4. Identification des isolats de CYanobaCIEIIeS .........ccueecvieriieriieniieeiieriieeie e ere e eeee e 46
I1.4.1. EXamen MaCTrOSCOPIQUE .....uveeeureeeereeerreeeureesureesseeesseeessseeessessssessssseesnsseesnns 46
I1.4.2. EXamMen MICTOSCOPIQUE ..eevverurierueeareaiieeteenieesseenseeeseesseesnseesseesnseesseesnseenseesnnes 46

I1.5. Estimation des pigments photoSynthétiqUEs............cccieriieiiienieiiiieieeieeee e 47



I1.5.1. Dosage de la ChIorophylle @ ..........cccoeeiieiiiiiieiiiieceeeee e 47

I1.5.2. Dosage des phyCObIlIPrOtEINEeS ..........cccueeeeuieeeiiieniiieeiie e e 47
I1.6. Screening phytOChIMIQUE .....c..cooviiiiiiiriiiiiriceeeee et 48
I1.6.1. Test des tanmINS .....c..cevueeierieriieierieeeie ettt s 48
I1.6.2.Test des flavonoTdes ..........coceereeierieniieieneeieee e 49
I1.6.3. Test des alcaloTdes ........c.eeveeiiiieniiiiiieie et 49
I1.6.4. Test des terPENOIAECS .......eerueieiiieiiiieiieie ettt ettt e e e 49
I1.6.5.Test des STETOTACS ......eevuiruiiriiiiiiieiieteeese et 49
I1.6.6.Test des SAPONOSIACS ......eeevvieeriiiiiiiieeiiee ettt et eree e ebee e e eaaee e 49
I1.7. Diagnostic bactériologique des infections nosocomiales ..........ccceeevveeeciveenciieeniieeenneeenne 49
I1.7.1. Isolement des souches baCterienNnes...........cocueevierieriiieniieiieie e 50
I1.7.2. Identification des SOUChES 1SOIEES ........ccueriiriiriiriiiiiieeeeee e 51
I1.7.2.1. Identification MOTPhOlOZIQUE ........eevuveeiieiieeiieiie et 51
I1.7.2.1.1. ASPECt MACTOSCOPIQUE ...eevvvreerereeeereeeereearreenieeesreeesseesssseeessseesnnseeens 51
I1.7.2.1.2. ASPECt MICTOSCOPIQUE ...eeeuvvreeereeeereeaureearreeeseeesseeesseeesseeesssesenseeens 51
I1.7.2.2. Identification biochimique...........cccoeiiriiiiiiiiiiie e 51
[1.7.2.2.1. Recherche de la catalase ..........ccccoceeverienieniinieniiieeiesceeceee 51
[1.7.2.2.2. Recherche de 'oXydase .........cccueerieriieniieiiieieecie et 51
I1.7.2.2.3. Identification par galeries biochimiques ..........ccccceeevieercieeeriiieennennns 52
I1.7.2.3. Tests SPECTIIQUES .....eeeueieiiieiieiie ettt 52
I1.7.2.3.1. Recherche de 1a coagulase...........coecueeriieiiiiniieiiecieeieeee e 52
I1.7.2.3.2. Test d’agglutination pour 1’identification de Staphylococcus aureus 53
I1.7.3. Etude de la sensibilité des souches bactériennes aux antibiotiques ................. 53
I1.7.3.1. TeSt A€ SYNETEIC ..ccuueeeueieiieeiieiie ettt ettt e s 54
11.7.3.2. Détection de la résistance des S. aureus a la méticilline ............cceeeeeee. 54
I1.7.4. Confirmation des résultats par MicroScan WalkAway ..........cccccceevveecveenneenne. 55
I1.8. Etude des propriétés antagonistes des isolats de cyanobactéries...........ccvevevveeecreeeneneennee. 56
I1.8.1. Préparation des PréCultures...........oooeerieiiieiieeiieie et 56
I1.8.2. Culture en batCh .......cocoiiiiiiiiii e 56
I1.8.3. Extraction des métabolites bioactifs ...........ccceeverierieiiniiiniieeeeeee 57
I1.8.3.1 Extraction a partir de la biomasse (métabolites intracellulaires).............. 58
I1.8.3.2 Extraction a partir du surnageant (métabolites extracellulaires) ............ 58

I1.8.3.3. Dosage des polyphénols totauX .........cc.ceeveerieeieeniieiiieie e 58



11.8.4. Pouvoir antibactérien des €XITaItS ...oeeeeeeeeeeeeeee oo 58

I1.8.4.1. Revivification des souches bactériennes .............cccceeveevieriieeniienieennieens 59

I1.8.4.2. Préparation de 'Inoculum ..........ccccoeiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 59

I1.8.4.3. Préparation des diSQUES ........c.eeeuierieeiiienieeiieiie ettt eaee e 59

I1.9. Identification MOIECUIAITE..........ccuieiirieriieieeie ettt 60
I1.9.1. Extraction de I’ADN ZENOMIGUE ......cccuveeruiieeiieeeiieeeiieeeieeeeveeeereeeeeveeeevee e 60

11.9.2. Amplification du géne de 16S TRNA ..ot 52
[1.9.2.1. Préparation du Master mix PCR ...........cccoociiiiiiiiiiiiiiiieieeeieeee 62

11.9.2.2. Programmation du thermocycleur ..........c.ccoovveviiieiiiniiienieniieieeie e 62

I1.9.3. Electrophorese et purification des produits de la PCR ...........ccccoocviiiiieinnennne 62

11.9.4. Séquengage des genes amplifiés (16S TRNA) ...ccoovviriiriiniiiiniicceceee 63

I1.9.5. Assemblage et correction des séquences brutes ..........ccoceeeveerieeiieneencieenieennnn. 64

I1.9.6. Soumission des séquences génétiques a la base de données Genbank.............. 64

I1.10. EtUAE STAtISTIQUE....ccuvieiieeiiieiieeiieeieeeiie et eseteeteestteebeesteessaeesseeesseesseessseenseesssaesseessseeseens 64

CHAPITRE III. Résultats et discussions

III.1. Parametres physiques des écosystémes aquatiques ProSPectes .......eeevveereveeeecreeerveeennn 65
II1.2. Isolement des CYanObaACLEIIES .......cc.eeruieeiiiiieeieeiie ettt et 65
I11.3. Identification des isolats de CyanobacCteries ............ccevvieerieerieeiiieniienieenieeieeieeeeeeeeens 67
II1.3.1. Caractéristiques macromorphologiques des isolats...........ccccevveevvierierciienneennen. 67
II1.3.2. Caractéristiques micromorphologiques des 1solats ...........cccecveerciieencieeeeneenne. 70

I11.4. Estimation des pigments photosynthétiques ...........cccoeviiriiiniiiiienieeceee e 74
II1.5. Screening phytOChIMIQUE ........ccviiiiiiiieiieie et et eae 75
I11.6. Diagnostic bactériologique des infections nosocomiales...........ccecveeviienieeiiieneenieennans 77
I11.6.1.1dentification des souches bactériennes 1SOIEes ..........ccocevvuerniiniieiiieniieenieenne. 77
I11.6.1.1. Identification morphologique et biochimique .........c..cccccceevciierienieence. 77

[11.6.1.2. Identification par les galeries biochimiques...........cccceevverieerienieennnns 78

I11.6.1.3. Tests spécifiques pour I’identification de Staphylococcus aureus ......... 80

II1.6.1.3.1. Test de CoagUIASE.......c.ueeeerieeiiieeiiee e e 80

I11.6.1.3.2. Test d’agglutination (Test StaphaureX) .........cccceeeeereivenieneeniennene. 80

I11.6.2. Fréquence des bactéries 1SOIEES ........evuuiriierireiieiie ettt 81
I11.6.3. Etude de la sensibilité des souches bactériennes aux antibiotiques ................ 82

I11.6.3.1. Fréquence des bactéries multi-résistantes (BMR).........cccccvvevvieennennne. 84



I11.6.4. Confirmation des résultats par MicroScanWalkAway ..........cccccceeeveeveenneennn. 85

I11.7. Etude des propriétés antagonistes des isolats de cyanobactéries ...........ccceeuveeeveeennneennee. 85
II1.7.1. Poids secs et rendements des eXtractions ...........cceeeeveeeriereriieeenireeesveeeeree e 85
II1.7.2. Teneur des extraits en POlyphénols ..........cccceeeevieriiiiiieniieiieieeeeee e 87
I11.7.3. Pouvoir antibactérien des eXtraitS..........cecververiereerieeiienienieeie e 89

II1.7.3.1. Activité antibactérienne des extraits Sur E. coli ......ccccocceevienieineenncnne. 89
II1.7.3.2. Activité antibactérienne des extraits sur K. pneumoniae......................... 90
I11.7.3.3. Activité antibactérienne des extraits sur P. aeruginosd .......................... 91
I11.7.3.4. Activité antibactérienne des extraits sur 4. baumannii ........................... 92
II1.7.3.5. Activité antibactérienne des extraits SUr S. QUFEUS ..........ccccceevueeneennnenne. 93

I11.8. Identification MOIECUIAITE ........cc.eeeiiieeiiiieciieece et 98
IT1.8.1. Amplification du géne de 16S TRNA ........cccoiiiiiiiiiiieeeeee e 98
I11.8.2. Séquencage, correction et assemblage des genes amplifiés ...........cceecveenneennee. 98

COMCIUSION ...t ettt et e st e st e e st e e sabeeeenaeeens 101

Références bibliographiques ..................coooiiiiiiiiiiiii e 103



% GC
ADN
ARN
ARNr
ATP
NADPH
APC
PC

PE
PEC
CO;
N2
H>O
H,S
pH

Kb

VIH
SIDA
HHDP
C.H.U
BGN
BMR
AMP

AMC
TIC
PIP
Cz0
CTX
CAZ
IPM
AMK
GEN
CIp
SXT
TCC
ATM
TOB
COL
FOS
OXA
FOX
RIF
VAN
TCY
ATCC

Liste des abréviations

Pourcentage en guanine-cytosine
Acide Désoxyribonucléique
Acide Ribonucléique

Acide Ribonucléique ribosomique
Adénosine Triphosphate
Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
Allophycocyanine

Phycocyanine

Phycoérythrine
Phycoérythrocyanine

Dioxyde de carbone

Azote moléculaire

Formule brute de I'eau

Sulfure d'hydrogene

Potentiel d’Hydrogene

kilobase

Paire de bases

Virus de I'Immunodéficience Humaine
Syndrome d’Immunodéficience Acquise
Hexahydroxy diphénique

Centre Hospitalier Universitaire
Bacilles a Gram négatif

Bactéries Multi-Résistantes
Ampicilline

Pénicilline

Amoxicilline/ Acide Clavulanique
Ticarcilline

Pipéracilline

Céfazoline

Céfotaxime

Ceftazidime

Imipénéme

Amikacine

Gentamycine

Cipofloxacine
Triméthoprime/Sulfaméthoxazole
Ticarcilline/ Acide Clavulanique
Aztréonam

Tobramycine

Colistine

Fosfomycine

Oxacilline

Céfoxitine

Rifampicine

Vancomycine

Tétracycline

American type culture collection



SARM
SASM
ERV
SPNP
BLSE
PDP

API
CLSI
CFU

A

NCBI
EMBL
PCR

mg EAG/g MS
ANOVA
qsp

BET
FeCl;

Hcl

H,0;
DMSO
H3PW 12040
H3PMo012040
MgClL,
NaNO;
K>HPO4
MgSO4
CaCl,
EDTA
Na;COs
H3;BO3
MIlClz
ZnSO4
Na;MoOq4
CuSOy4
Co(NO3)2
KH>POq4
K>HPO4

Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
Staphylococcus aureus sensible a la méticilline
Enterococci résistants a la vancomycine
Streptococcus pneumoniae non-sensibles a la pénicilline
B-lactamase a spectre étendu

Prélévement Distal Protégé

Appareillage et Procédé d’Identification
Clinical and Laboratory Standards Institute
Colony-Forming Unit

Absorbance

National Center for Biotechnology Information
European Molecular Biology Laboratory
Polymerase Chain Reaction

Milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de matiere algale séche

Analyse de la Variance

Quantité suffisante pour

Bromure d’éthidium

Chlorure ferrique

Acide Chlorhydrique

Peroxyde d'hydrogene
Diméthylsulfoxyde

Acide phosphotungstique

Acide phosphomolybdique
Chlorure de magnésium

Nitrate de sodium
Hydrogénophosphate de potassium
Sulfate de magnésium

Chlorure de calcium

Ethyléne Diamine Tétra-Acétique
Carbonate de sodium

Acide borique

Chlorure de manganeése

Sulfate de zinc

Molybdate de sodium

Sulfate de cuivre

Nitrate de cobalt (II)
Dihydrogénophosphate de potassium
Hydrogénophosphate de potassium



Liste des tableaux

Tableau 1. Caractéristiques des sous-sections de Cyanobacteries.........cocuereereerrereenuernueneenns 8
Tableau 2. Molécules actives extraites des cyanobacteries ...........ccoevvverieeiieenieeiiieneeeveenneans 22

Tableau 3. Résumé des pathogénes les plus fréquemment isolés dans les infections

nosocomiales, selon le type d’infection et 1a réZIon .........ccceeieiiriiiiniiinieiincecceceeee 37
Tableau 4. Origines des PréleVements ..........c.cooceeiiiiriiiiiienie ettt 50
Tableau 5. Paramétres physiques des eaux de 1’oued Mekerra et cascades d’El Ourit........... 65
Tableau 6. Especes de cyanobactéries isolées et identifi€es .........coocvvvvvievcieencieeecieeeieenee, 70
Tableau 7. Teneur en pigments photosynthétiques des isolats de cyanobactéries................... 74

Tableau 8. Métabolites secondaires mis en évidence au niveau des isolats de

CYANODACEETIES ....veeevieetieiieeiieette et eetteeteestteeteessteesbeessteenseeseesnseenseeenseenseassseenseessseenseesssesnseens 76

Tableau 9. Résultats de 1’étude macroscopique, microscopique et biochimique des bactéries

ISOLEES ...ttt a et s b e et b ettt 77
Tableau 10. Résultats des tests spécifiques (test de coagulase et Staphaurex) ...........ccc.c....... 80

Tableau 11. Résistance et sensibilité des souches bactériennes isolées de patients atteints

d’infections nosocomiales aux antibIOtIQUES........c.ueeerueieriiieeriieeriee et e 82
Tableau 12. Poids secs et les rendements des extraits des isolats de cyanobactéries ............. 86
Tableau 13. Contenus en polyphénols totaux des extraits des isolats de cyanobactéries ....... 88

Tableau 14. Diamétre d’inhibition (mm) des extraits vis-a-vis des souches d’E. coli testées.90

Tableau 15. Diamétre d’inhibition (mm) des extraits vis-a-vis des souches de K. pneumoniae

DS S ettt ettt ettt . et e et e eta——eetu————eta———eeta——.aeta—————ra—————nan_. 91

Tableau 16. Diamétre d’inhibition (mm) des extraits vis-a-vis des souches d’A4. baumannii

DO S Sttt et eeettt e e e e et ettt eeeee e e e ettt e ————eeee e ettt a—————————tttttau——————————otttaun————————ttttnti——————ooorranns 92

Tableau 17. Diamétre d’inhibition (mm) des extraits vis-a-vis des souches de S. aureus

DS S et eeee et ettt e et ——— e et a————etaa———etu————eta———eeta——.eeta————ara—————n——_ 93

Tableau 18. Présentation des numéros d’accession, le pourcentage de similarité et
I’identit¢é de deux souches de cyanobactéries présentant un potentiel antibactérien

IIIEETESSANT ... ettt ettt e e e e e et eeeee e e e et e aeeseeeeeeaaaa s aaseeeseeaaannaaasseeesennennnnasseeeeennnnnnnaeeeees 99



Liste des figures

Figure 1. Diversit¢ morphologique des cyanobacteries ..........ccevvvveerveeerieeeiieeeiieeeeeeevee e 5
Figure 2. Arbre phylogénétique des sous-groupes de cyanobactéries............cccevvuvevueereeenncens 9

Figure 3. Microphotographies ¢électroniques a transmission de 1’enveloppe des

CYANODACEETIES ..e.vvveerieerieeireeiteesiteeteestteeteestseeseesseeeseessseesseessseasseessseesseeseessseesesssseeseessseenseens 11

Figure 4. Microphotographies ¢lectroniques a transmission de 1’ultrastructure de

SYRECHOCYSTIS SP. ..ottt ettt ettt et te e bt e s sbe et e e sabeenseessbeenseesaseenseennnas 12

Figure 5. Microphotographie a transmission d’un hétérocyste terminal et de la cellule

végétative adjacente d’un filament d’Anabaena sp. PCC T120 ......cccooovvevevevienieenieeiieieeeen. 14
Figure 6. Répartition des cyanobactéries dans le monde ...........ccceevvveeviienciiencieccie e, 18
Figure 7. Structure de 1a chlorophylle @ .........cccccocieiiiiiiiiiiiiiicceeee 26
Figure 8. Structure générale de flavonoide ...........cccceeviieiiiiiiiiieiiicece e 27
Figure 9. Situation géographique de I’oued MekKkera ..........ccoeevivciieniiiciienienieceeeeeeeee, 41
Figure 10. Présentation du site de prélevement « I’oued MeKerra » .........ccccveeverveenneeenneenee. 41
Figure 11. Situation géographique des cascades d’El Ourit ..........ccccevvvinieiiniicneeneniicneenene 42
Figure 12. Présentation du site de prélévement « cascades d’E1 Ourit » .......cccceveeverieneennene 42

Figure 13. Protocole expérimental de [I’isolement des cyanobactéries a partir de
I€chantillon d’@aU......c..coouiiiiiiiie et 45

Figure 14. Test d’identification des souches bactériennes nosocomiales ............ccceecueeuennnee. 56

Figure 15. Schéma explicatif des étapes de préparation de la poudre des isolats de

CYANODACEETIES. ...uvveerieurieeireeiteestieeteestteeteestaeeseessteeseessseasseesseeasseessessseenseessseeseessseeseessseenseens 57

Figure 16. Schéma récapitulatif des étapes de I’extraction de I’ADN total a partir des
cyanobactéries a I’aide du kit DNeasy Mini Plant de Qiagen (France) ..........cccoeceevienieennns 61

Figure 17. Schéma récapitulatif des étapes de séquencage selon la méthode de

Figure 18. Isolement des cyanobactéries a partir de 1’échantillon d’eau de « I’oued

Mekkera » par méthode des suspensions-dilutions, inoculées sur le milieu de culture BG11



et incubées a 28 + 2° C sous une lampe de flux lumineux compris entre 3-4 Klux en fonction

d’une photop€riode de 16/8 REUTES ........cccuiieiiiieeiiieeie et 66

Figure 19. Macromorphologie des souches de cyanobactéries isolées a partir des échantillons
de « ’oued Mekkera », inoculées sur le milieu de culture BG11 et incubées a 28 + 2°C sous

une lampe de flux lumineux compris entre 3-4 Klux en fonction d’une photopériode de 16/8

Figure 20. Macromorphologie des souches de cyanobactéries isolées a partir des échantillons
des « cascades d’El Ourit », inoculées sur le milieu de culture BG11 et incubées a 28 + 2°C
sous une lampe de flux lumineux compris entre 3-4 Klux en fonction d’une photopériode de

TO/E NEUIES ..o et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaeeeeeeeeeaaaaaeaeeas 69

Figure 21. Micromorphologie (au microscope optique) des souches de cyanobactéries isolées

a partir de « ’oued MEKKEIa » ....ccccoouiiiiiiiniiiiiiicecceeeee e 72

Figure 22. Micromorphologie (au microscope optique) des souches de cyanobactéries isolées

a partir des « cascades d’EL OULIE ) .o.ooeevieiiieiiiieeieeiieeie ettt e ereessneeaee 73
Figure 23. Galerie API 20 NE pour I’identification de Pseudomonas aeruginosa.................. 78
Figure 24. Galeries biochimiques Api 20 E. ......cocooiiiiiiiiiiiiiiececceceee e 79
Figure 25. Test StaphaureX........coooiiiiiiiieniieiece ettt et sebeebee s 80

Figure 26. Fréquence des bactéries isolées de patients atteints d’infections nosocomiales.... 81
Figure 27. Fréquence des BMR isolées de patients atteints d’infections nosocomiales ......... 84

Figure 28. Test de synergie positif pour une souche de Klebsiella pneumoniae productrice de

Figure 29. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique..........cceeevieviiiiiieniiiniiciecie e 87

Figure 30. Test d’activit¢ des extraits de cyanobactéries vis-a-vis des souches de S.

aureus par la technique de diffusion des disques sur g€loSe.........ccocceeviiriiineenieenieennen. 94
Figure 31. Sensibilité des bacteries tESTEES ......c.uvuiriiriiriinieiirierieeetereee e 96
Figure 32. Pourcentage des réactions positives des isolats de cyanobactéries........................ 97

Figure 33. Electrophorése sur gel d’agarose des fragments d’ADN amplifiés, codant le

gene de 16S rRNA des souches D20 et D8O avec deux répétitions pour chaque ............... 98



INTRODUCTION



Introduction

Les infections nosocomiales ou infections hospitaliéres sont devenues aujourd’hui
un sujet d’actualité, et elles constituent un sérieux probléme de santé publique. Ces infections
représentent un frein important au développement médical du fait de leur fréquence sans cesse
croissante. Elles générent un surcolit économique majeur a I’hospitalisation et elles
contribuent de mani¢re importante a la morbidit¢é et a la mortalit¢ chez des patients
hospitalisés (Kasongo Kakupa et al., 2016).

Cette situation semble se compliquer par I’émergence et la progression du phénomeéne
de résistance aux antibiotiques qui place les cliniciens dans une impasse, face a des germes
réfractaires a tous types de traitement limitant a la fois les schémas thérapeutiques aggravant
le pronostic des malades et prolongeant leur durée de séjour (Rebiahi, 2011).

L’usage fréquent et abusif des antibiotiques contre les maladies infectieuses d’origine
fongique ou bactérienne est I’'un des facteurs essentiels dans le développement et I’évolution
de la résistance microbienne (Maccrain et Heimsheidt, 2000 ; Leif et Larson, 2005).

Devant cette situation alarmante, I’utilisation appropriée des antibiotiques restent
absolument nécessaire pour prolonger la durée de validité clinique de ces molécules.
Cependant, la solution a long terme pour contrer les résistances microbiennes est de découvrir
de nouvelles molécules antimicrobiennes d’origine biologiques (Madigan et Martinko,
2007 ; Saisivam er al, 2008). Celles-ci sont souvent recherchées a partir des micro-
organismes isolés de différents écosystémes (Boussaber et al., 2012).

De nombreux travaux se sont intéressés, durant cette derniere décennie, aux substances
actives produites par les cyanobactéries comme une source potentielle de nouveaux produits
d’intéréts pharmaceutique et médical (Boyd et al., 1997 ; Loya et al., 1998., Kim, 2006 ;
Ramadan et al., 2008 ; Chlipala ez al., 2009 ; Kumar et al., 2013 ; Abd El-Aty et al,
2014 ; Swain et al., 2015). En effet, ces bactéries photosynthétiques sont capables de produire
une multitude de substances antimicrobiennes. Certaines d'entre elles possédent des effets
algicides (Miyochi et al., 1994 ; Ikawa et al, 1996), d'autres substances ont une activité
antifongique (Hagmann et Juttner, 1996 ; Patterson et Bolis, 1997), antibactériennes
(Cano et al., 1986 ; Oufdou et al., 1998) et méme antivirales (Boyd et al., 1997 ; Loya et al.,
1998).

Les cyanobactéries sont des micro-organismes dont les diverses espéces colonisent,
depuis 3,5 milliards d’années, le monde vivant a 1’échelle du globe. Ces especes présentent un
pouvoir important d’adaptation aux changements environnants et un taux de croissance
rapide. Ainsi, elles ont la possibilité¢ de développer une grande masse cellulaire (Castenholz

et Waterbury, 1989).
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En revanche, peu d’études ont été réalisées sur la production de substances bioactives
¢laborées par des cyanobactéries isolées des €cosysteémes algériens. Les premiers et les seuls
travaux effectués sont ceux de Yahiaoui et al. (2015) et Mezouari et al. (2016).

Les travaux de recherche de cette thése s’inscrivent dans cette volonté de mettre en
¢vidence de nouvelles molécules bioactives. L’objectif principal est de valoriser les souches
de cyanobactéries, isolées des €cosystémes aquatiques algériens, susceptibles de produire de
nouvelles substances inhibitrices de la croissance de certaines bactéries responsables

d’infections nosocomiales. Le manuscrit est organisé en trois parties principales :

RS

% Dans une premicre partie, une étude bibliographique décrit la grande diversité de ce

groupe de cyanobactéries, suivie d’un apercu sur les infections nosocomiales.

*

K/
*

La deuxiéme partie décrit I’ensemble des méthodes mises en ceuvre au cours de ces
travaux de theése comprenant principalement les techniques microbiologiques et les
techniques de biologie moléculaire.

¢ Une troisiéme partie expose les résultats obtenus et leur discussion.

¢ Enfin, le manuscrit s’achéve par une conclusion regroupant les principaux résultats ainsi

que les perspectives d’avenir.
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I.1. Les cyanobactéries
I.1.1. Généralités

Les cyanobactéries (Cyano, du grec kianeos « bleu sombre ») ou anciennement
appelées les algues bleu-vert, cyanophytes ou cyanophycées constituent un groupe tres
hétérogéne de microorganismes procaryotes photosynthétiques (Cammack et al., 2008). Ces
microorganismes ont longtemps ¢été classés dans le régne végétal car ils présentent, outre des
propriétés spécifiques des bactéries, des caractéristiques propres aux algues (Fay et Van

Baalen, 1987 ; Van Den Hoek et al., 1995):

» La structure cellulaire est similaire a celle des bactéries, caractérisée en particulier par
I’absence de membranes nucléaire et plastidiale, de mitochondries, de réticulum
endoplasmique et de dyctiosome, et la présence d’une paroi cellulaire caractéristique des
bactéries Gram négatives, révélée avec de la muréine.

» Comme les algues, les cyanobactéries possédent deux photosystémes (PSI et PSII),
utilisent 1’eau comme donneur d’électrons et renferment la chlorophylle a, ainsi que
d’autres pigments photosynthétiques telles que les phycobiliprotéines, rencontrées chez

les Rhodophyceae, les Dinophyceae et les Cryptophyceae.

1.1.2. Diversité morphologique
I.1.2.1. Forme des cyanobactéries
La diversité morphologique des cyanobactéries est impressionnante. Il existe a la fois

des formes unicellulaires et filamenteuses.

La structure unicellulaire correspond :

» Soit a une cellule unique dite solitaire ou libre, en batonnet (exemple : Synechococcus) ou
sphérique (exemple : Synechocystis), nue ou entourée d’une gaine mucilagineuse
homogene ou stratifiée (Figure 1-A).

» Soit a plusieurs cellules agrégées au nombre généralement variable, dites coloniales,
enrobées dans un mucilage commun (exemple : Chroococcus). La forme des colonies est
trés diversifiée, allant de la structure monostromatique ou la colonie est plane avec une
seule couche de cellules a la structure amorphe ou de nombreuses cellules sont enrobées
dans un mucilage commun sans contour défini. Leurs groupements peuvent étre cubiques,

irréguliers ou sphériques (Figure 1-B).
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La structure filamenteuse est organisée en filaments simples ou ramifiés unisériés (une
seule série de cellules jointives) ou plurisériés (plusieurs séries de cellules jointives). La
ramification peut étre soit une vraie ramification issue d’une cellule née a partir d’un
cloisonnement parallele a ’axe principal et développant un rameau latéral, soit une fausse
ramification ou la cellule régénératrice se sépare du filament axial et se cloisonne
transversalement. Ils peuvent étre sans gaine (trichome) ou avec gaine mucilagineuse

(filament) homogene ou stratifiée (Couté et Bernard, 2001 ; Silvano, 2005).

I.1.2.2. Taille des cellules
La taille des cellules de cyanobactéries varie entre la taille typique pour les bactéries
(0.5 a 1um de diamétres) jusqu’a 40um de diametre (chez 1’espeéce Oscillatoria princeps)

(Madigan et Martinko, 2007).

1.1.2.3. Type des cellules

Trois types de cellules peuvent étre rencontrés chez les cyanobactéries, a savoir :
a) Les cellules végétatives

Constituant l'essentiel de la cyanobactérie, elles sont toutes identiques les unes aux
autres a quelques exceptions pres. Le contenu de ces cellules est de couleurs tres diverses,
conséquence des teneurs en pigments photosynthétiques.

Certains filaments montrent une zone intermédiaire a contenu évanescent, faite de
cellules mortes ou nécridies. Le role de ces dernieres est de permettre le fractionnement du
filament en plusieurs segments donnant naissance aux hormogonies qui sont de courts
trichomes mobiles constitués de quelques cellules et joueront un réle dans la dispersion de la

population (Figure 1-C) (Couté et Bernard, 2001 ; Leitao et Couté, 2005).

b) Les hétérocystes

Ils résultent d’une véritable différentiation cellulaire controlée par plusieurs centaines
de genes. Ces cellules caractérisent certains groupes de cyanobactéries. Elles sont
reconnaissables a leur paroi épaisse, leur faible pigmentation et la présence de granulations
polaires visibles a la jonction des cellules végétatives adjacentes. Elles sont hautement
spécialisées dans la fixation de I’azote atmosphérique (Leclerc ez al., 1995).

La forme des héterocystes est sphérique, cylindrique, voir conique. Leur position
dans le trichome est soit intercalaire, soit terminale a 1’une des extrémités seulement ou aux
deux, ou encore latérale. Ils sont généralement solitaires mais peuvent également se présenter

en série (Figure 1-D) (Couté et Bernard, 2001 ; Leitao et Couté, 2005).
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Figure 1. Diversité¢ morphologique des cyanobactéries (Leitdo et Couté, 2005).
A) les difféerentes formes des cyanobactéries unicellulaires et la forme du
mucilage ; B) les formes diversifiées des groupements de cellules ; C) formation
d’hormogonies ; D) la forme et la localisation des hétérocystes dans le filament
(M : mucilage ; Ho : hormogonie ; N : nécridie ; H : hétérocyste).
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¢) Les akinétes

Ces spores, ou cellules de résistance, permettent a l'espéce de survivre au cours des
périodes climatiques difficiles ou de catastrophes écologiques. Elles prennent naissance par
différenciation des cellules végétatives. Elles sont reconnaissables a leur grande taille, leur
pigmentation intense et surtout leur paroi épaisse. Lorsque les conditions extérieures
redeviennent favorables, ces cellules, qui se sont détachées de l'organisme en cours de
dégradation, germent et donnent un nouvel individu. Les akinétes ne peuvent étre observées
que dans les formes filamenteuses (Nostoc, Anabaena, Aphanizomenon...) et seulement
lorsque les circonstances favorisent leur formation (Leclerc et al., 1995 ; Leitao et Couté,
2005).
1.1.3. Position taxonomique

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).

I.1.3.1. Critéres de classification selon le code de nomenclature botanique

La classification suivant le code de nomenclature botanique repose sur des critéres
morphologiques (la taille des cellules, la présence ou I’absence de gaine...), qui permettent
une identification relativement aisée des genres les plus fréquemment rencontrés. En
revanche, la détermination de 1’espéce, délicate et entachée d’incertitude, reste I’apanage de
spécialistes (Afssa/Afsset, 2006).

D’aprés Couté et Bernard (2001), la classification des cyanophytes a ét¢ modifiée
plusieurs fois, et la taxonomie adoptée les regroupe dans une classe unique, celle des
Cyanophycées, elle-méme subdivisée en quatre ordres.

» Le premier ordre celui des Chroococcales et des Pleurocapsales, regroupe les individus
unicellulaires tel que Synechococcus ou coloniaux comme Aphanocapsa, Chroococcus,
Microcystis et Coelosphaerium, qui ne forment pas de vrais filaments, donc sans
interrelations cellulaires réelles.

» Les Oscillatoriales constituent le second ordre. Sous cette appellation, sont réunis les
genres filamenteux unisérié€s, sans ramifications (vraies ou fausses), sans hétérocystes ni
akinétes tel que Borzia, Limnothrix, Lyngbya, Oscillatoria, Planktothrix, Pseudanabaena
et Spirulina.

» Le troisiéme ordre regroupe, les Nostocales, les formes filamenteuses avec hétérocystes,

akinétes et hormogonies comme Anabaena, Anabaenopsis, Aphanizomenon,
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Cylindrospermopsis et Nodularia montrant souvent de fausses ramifications. Les
trichomes sont solitaires ou regroupés dans un mucilage comme Nostoc.

» Les Stigonématales forment le quatriéme ordre. Les thalles sont filamenteux, a
différenciation cellulaire en hétérocystes et akinétes, présentant de vraies ramifications

comme Geitleria, Stigonema, Nostochopsis, Fischerella et Hapalosiphon.

1.1.3.2. Critéres de classification selon le code de nomenclature bactériologique

Les cyanobactéries forment une classe a part au sein de l'embranchement des
eubactéries. Elles font partie du groupe des procaryotes photosynthétiques, mais se
distinguent des bactéries vertes et pourpres (photosynthése anoxygénique) par leur
photosynthése de type oxygénique (Castenholz, 2001; Prescott ez al., 2003).

La validité des especes est basée sur des études comparatives de souches pures en
culture (Stanier et al., 1978 ; Rippka et al., 1979 ; Rippka, 1988 ). Cette classification
est tiens compte de la morphologie et des caractéristiques physiologiques, biochimiques et
génétiques (pourcentage en guanine-cytosine (% GC), hybridations ADN/ADN ou
ADN/ARN). Elles a ainsi permis de réduire le nombre de taxons de 150 genres a 56 genres
représentés dans le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Castenholz, 2001), dans
lequel les cyanobactéries constituent un phylum d'une seule classe divisée en 5 sous-groupes
définis sur les caractéres distinctifs représentés dans le tableau 1 (Castenholz, 2001).

Les ordres de la classification botanique correspondent aux sections définies dans la
classification bactériologique. Les divergences entre les deux classifications sont retrouvées
essentiellement au niveau de 1’espéce, et peuvent s'expliquer par le nombre de souches en
culture relativement faible en comparaison avec la diversité répertoriée dans I’environnement.
Il est a noter que ce manque de souches est li¢ a la difficulté d’isolement et de culture des

cyanobactéries (Rippka et al., 1979 ; Rippka, 1988).
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Tableau 1. Caractéristiques des sous-sections de cyanobactéries (Castenholz, 2001).

Sous- Forme générale Reproduction Hétéro- % GC Autres Genres
section et croissance cystes propriétés représentatifs
Batonnets ou coques Scissiparité ; Non mobiles Chroococcus
1 unicellulaires ; bourgeonnement - 31-71 ou nagent Gloeothece
agrégats sans flagelle Gleocapsa
non filamenteux Prochlorococcus
Prochloron
Batonnets ou coques Scission multiple Seules quelques Pleurocapsa
I unicellulaires ; pour former des - 40-46 baeocytes sont mobiles Dermocarpella
peuvent étre baeocytes Chroococcidiopsis
maintenus en agrégats
Filaments, trichomes Scissiparité dans Généralement Lyngbia
non ramifiés, un seul plan, mobiles Oscillatoria
I avec seulement fragmentation - 34-67 Prochlorothrix
des cellules Spirulina
végétatives Pseudanabaena
Filaments, trichomes Scissiparité dans Souvent mobiles, Anabaena
non ramifiés, peuvent un seul plan, Peuvent produire des Cylindrospermum
v contenir des cellules fragmentation + 38-47 akinétes Aphanizomenon
spécialisées pour former des Nostoc
hormogonies Scytonema
Calothrix
Trichomes filamenteux, Scissiparité dans Peuvent produire des Fischerella
soit ramifiés, plus d’un plan, akinétes, complexité Stigonema
Vv soit composés formation + 42-44 morphologique Geitleria

de plus d’une rangée

de cellules

d’hormogonies

Une voie d’approche récente de la systématique faisant appel a la biologie moléculaire

est de plus en plus appliquée aux cyanobactéries. Ainsi I’étude du geéne codant I’ARN

ribosomique 16S et la comparaison de ses séquences a permis 1’établissement d’arbres

phylogénétiques permettant de préciser les relations entre les divers groupes de

cyanobactéries (Figure 2) (Schirrmeister et al., 2011).
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Figure 2. Arbre phylogénétique des sous-groupes de cyanobactéries (Schirrmeister ez

al., 2011).

Les especes entierement séquencées sont notées en noir,; les especes non

entierement séquencées sont notées en rouge.
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I.1.4. Structure cytologique (Ultrastructure)

Les cellules de cyanobactéries montrent une coloration homogeéne en raison de
I’absence de plaste individualisé. Un examen microscopique plus précis permet cependant de
distinguer une zone périphérique colorée ou chromatoplasma tandis que la partie centrale,
centroplasma (ou corps central ou nucléoplasme) semble incolore (Bourrelly, 1985).

La cellule de cyanobactéries est constituée par :

1.1.4.1. La gaine
La gaine, située a D’extérieur de la paroi, est gélatineuse. Elle est plus au moins
épaisse, homogene ou structurée, souvent lamelleuse. Elle assure la protection des cellules de

la dessiccation, et favorise aussi la mobilité des trichomes par glissement a I’intérieur de la

gaine (Bourrelly, 1985 ; Silvano, 2005).

1.1.4.2. La paroi

La paroi constitue une protection mécanique et sa rigidit¢ donne le contour a la
cellule. Elle comprend quatre assises : (i) la membrane cytoplasmique, (ii) la couche épaisse
de peptidoglycane, (iii) la membrane externe et (iv) une couche externe dentelée appelée
Couche-S (Figure 3). Cette derniere peut étre secondée par une couche ciliée composée de
fibrilles glyco-protéiques dites Oscillines chez les espéces mobiles par glissement (Hoiczyk,
2000).

La couche de peptidoglycane, épaisse et réticulée, est liée de manicre covalente aux
polysaccharides. Cette couche est de 1 a 10 nm d’épaisseur chez les espéces unicellulaires
(Synechococcus), de 15 a 35 nm chez les especes filamenteuses (Phormidium uncinatum) et
atteint 700 nm chez Oscillatoria princeps (Hoiczyk et Baumeister, 1995).

La présence de pores ou de perforations dans la couche peptidoglycanique de
la paroi facilite les échanges entre les cellules du filament et le milieu extérieur.
Les fimbriae ou pili traversent les parois des cyanobactéries. Les fimbriae sont
probablement impliqués dans les interactions procaryotes-cucaryotes telles les symbioses

(Silvano, 2005).

10
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Figure 3. Microphotographies ¢lectroniques a transmission de 1’enveloppe des
cyanobactéries (Hoiczyk et Hansel, 2000).
(A) enveloppe cellulaire Gram negatif de Phormidium uncinatum composée de
trois membranes et d’une couche dentelée (B) enveloppe cellulaire d’Escherichia
coli (C) détail de [’enveloppe en (A): (1) Membrane Cytoplasmique (CM), (2)
couche épaisse du Peptidoglycane (P), (3) Membrane Externe (OM), couche
externe dentelée (EL).

1.1.4.3. Le chromatoplasma

Il constitue l'appareil photosynthétique, localis¢é au niveau des thylakoides. Ces
derniers sont un empilement de membranes internes (sorte de sac écrasé dont les deux parois
sont trés rapprochées) disposées parallelement a 1’enveloppe cellulaire. Ils comportent trois
sortes de complexe macromoléculaires : les photosystémes membranaires (PSI et PSII), et les
phycobilisomes (Pelmont, 1995). La chlorophylle a et les caroténoides sont des pigments
localisés a I’intérieur des membranes thylacoidales, tandis que les phycobiliprotéines font
partie des phycobilisomes, sorte de granules portés a la surface des thylakoides (Figure 4).
Les phycobilisomes sont composés principalement d’allophycocyanine (APC), de
phycocyanine (PC) et éventuellement de phycoérythrine (PE) ou de phycoérythrocyanine
(PEC). Bien que la plupart des cyanobactéries apparaissent bleu-vert a cause de la
phycocyanine, certaines sont rouges ou brunes a cause de la phycoérythrine (Sidler, 1994 ;

Prescott et al., 2010).

11
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Le seule genre cyanobactérien qui ne contient pas de thylakoides est celui de
Gloeobacter dont les phycobilisomes sont localisés sur le coté intérieur de la membrane

plasmique (Rippka et al., 1974).

Figure 4. Microphotographies électroniques a transmission de [’ultrastructure de
Synechocystis sp. (Liberton et al., 2006).
A) coupe transversale de Synechocystis sp. (T) Thylakoides ; (C) Carboxysome ;
(CP) granule de Cyanophycine; (g) granule de Glycogene; (r) Ribosomes.
B et C) détails des thylakoides et de la paroi, (PM) Membrane Plasmique ; (OM)
Membrane Externe ; (PD) couche de Peptidoglycane ; (PB) Phycobilisomes.

1.1.4.4. Le centroplasma
Le nucléoplasme est I'équivalent du noyau mais sans membrane nucléaire, ni
chromosome individualis¢ (Bourrelly, 1985). Il contient des fibrilles d’ADN qui ne sont pas

associées a des protéines basiques (les histones) (Silvano, 2005).

1.1.4.5. Les inclusions
D’aprés Bourrelly (1985), Silvano (2005) et Madigan et Martinko (2007), plusieurs
inclusions granulaires peuvent étre observées en microscopie ¢lectronique :

o Granules de polyglycane (grains de glycogéne) : il s’agit de petits granules de poly-
glucose, de forme soit ovoides, soit allongés, colorés en rouge-brun par la solution d’iode.
Leur nombre varie en fonction de la lumiére, de la teneur en azote et de I’age des cultures.
Ils sont placés entre les thylakoides dans les cellules en pleine activité photosynthétique

puisqu’ils sont le résultat de la photosynthése (Figure 3).

12
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o Granules de cyanophycine : ce sont des inclusions de grande taille composées de
protéines stockées sous forme de polypeptides, contenant généralement de 1’acide
aspartique et de I’arginine (Figure 3).

o Granules de polyphosphates ou volutine : ce sont des granules sphériques qui stockent
les phosphates. Ces granules sont absents chez les cellules jeunes en pleine croissance ou
chez les cellules croissantes dans un milieu pauvre en phosphates. Par contre, ils sont
abondants dans les cellules agées.

o Carboxysomes : ce sont des corps polyédriques placés au centre de la cellule. Ils
renferment principalement la rubilose 1,5 diphosphate carboxylase/oxygénase (Rubisco),
enzyme responsable de la fixation du dioxyde de carbone (CO2) (Figure 3).

o Ribosomes : ces structures cytosoliques de 70S sont dispersées a travers la cellule, mais
abondants dans la région centrale autour du nucléoplasme (Figure 3).

o Globules lipidiques: ce sont des granules sphériques ou allongés a membrane simple.
Ils renferment des acides gras, des stérols et d’alcools triterpéniques.

o Vacuoles gazeuses : clles sont composées de vésicules gazeuses ou de tubes cylindriques
creux a bouts coniques. Elles peuvent se rencontrer dans le cytoplasme de toutes les
cyanobactéries a I’exception des espéces de la famille des Chamaesiphonacées, algues
bleues exclusivement benthiques (fixés aux substrats immergés). La membrane rigide
délimitant ces vacuoles gazeuses n’est pas de nature lipoprotéique. Elle est constituée de

protéines disposées en spirale autour de la vésicule.

I.1.5. Description physiologique
1.1.5.1. Photosynthése et fixation d’azote

Les cyanobactéries sont des organismes procaryotes capables de réaliser la
photosynthése oxygénique. Elles utilisent la lumi¢re comme source d’énergie pour scinder la
molécule d’eau, afin de produire de I’ATP, de NADPH et de I’oxygene nécessaires
respectivement a ’assimilation des nutriments et a la respiration. Ceci est associ¢ a la
présence de photosystemes de type I et II (PSI, PSII) (Zehr ez al., 2008). Ces deux centres de
réaction sont similaires a ceux des eucaryotes mais chez les cyanobactéries, ces structures,
appelées phycobilisomes sont attachées en périphérie de la membrane thylakoidienne
(Glazer, 1982). La capture du flux lumineux nécessaire a la photosynthése est faite dans les
thylakoides par la chlorophylle a et par les phycobiliprotéines (Lee et al., 2000).

Beaucoup de cyanobactéries sont capables non seulement de réaliser la photosynthése

mais encore de fixer 1’azote moléculaire ou gazeux «N2» de 1’atmosphére et de le transformer
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en ammonium, forme accessible aux réactions biologiques (Issa et al., 2014). En effet, ces
bactéries font intervenir des hétérocystes pour fixer 1’azote aussi bien en aérobiose qu’en
anaérobiose. Environ 5 a 10% des cellules se transforment en hétérocystes lorsqu’elles sont
privées de nitrate et d’ammoniac. Lorsque les cellules individuelles d’un filament se
différencient en hétérocystes, elles réorganisent leurs membranes photosynthétiques et
dégradent les protéines de PSII et des phycobilisomes. Le PSI reste fonctionnel pour produire
de ’ATP, sans production d’oxygene. Cette incapacité de générer de 1I’oxygene est essentielle
car la nitrogénase, enzyme responsable de la fixation d’azote, est extrémement sensible a ce
gaz. Ainsi, I’épaisse paroi de I’hétérocyste ralentit ou empéche la diffusion d’oxygene dans la
cellule (Prescott et al., 2010).

Les hétérocystes sont connectées aux cellules végétatives adjacentes, permettant un
échange mutuel de composés entre ces cellules (Figure 5). Les produits de la photosynthése
migrent des cellules végétatives vers les hétérocystes et les produits de la fixation de I’azote

migrent des hétérocystes vers les cellules végétatives (Madigan et Martinko, 2007).

Sepmum intercellulaire

Thylakoldes

Thylakoides

Granule de cyanophycine
T,
1[](:‘]7h|}laimndfsmaf.

Hétérocyste I Cellule végérativ |.=|

— 1 gary
Couche de polyzacharrides

Figure 5. Microphotographie a transmission d’un hétérocyste terminal et de la cellule
végétative adjacente d’un filament d’Anabaena sp. PCC 7120 (Flores et
Herrero, 2010).

1.1.5.2. Mode nutritionnel
Les cyanobactéries sont dotées d’une flexibilité métabolique considérable et leur mode
nutritionnel peut étre de trois types (Lee ef al., 2000 ; Bruno de Reviers, 2003):
o Photolithotrophie stricte : ces cyanobactéries ne peuvent croitre qu'en présence de
lumiére, leur donneur d'électrons est minéral (H20 ou H2S) et leur source de carbone est

inorganique (CO2).
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o Photohétérotrophie : pour ce groupe, la croissance se fait également en présence de
lumicre. Bien que leur source d'électrons est minérale (H20 ou H2S), ces cyanobactéries
sont capables d'utiliser une source de carbone inorganique ou organique.

o Chimiohétérotrophie facultative: ces cyanobactéries sont phototrophes en présence de
lumiére, mais leur croissance peut également se dérouler dans I'obscurité en utilisant une

source de carbone (limitée au glucose, au fructose et a quelques disaccharides).

La croissance des cyanobactéries dépend d’abord de la température, de la lumicre, de
potentiel d’hydrogeéne (pH) ainsi que de la présence de sources inorganiques d’azote et de
phosphore. Elles proliférent a une température, comprise entre 15°C et 30°C, avec un
optimum de croissance a des températures typiquement €levées autour de 25°C (Robarts et
Zohary, 1987 ; Carmichael ez al., 1990). Ces bactéries préférent un pH compris entre 7,0 et
8,5, et elles croissent mieux en présence d’une lumicre d’intensité modérée bien qu’elles
puissent tolérer des niveaux faibles de lumicre. La forte luminosité d’été est habituellement
photo-inhibitrice (Lang et Whitton, 1973 ; Skulberg et al., 1984 ; Carmichael et al., 1990 ;
Mur et al., 1999).

Certains produits métaboliques des cyanobactéries revétent une importance pratique
considérable. De nombreuses cyanobactéries synthétisent une trés grande variété de molécules
toxiques appelées cyanotoxines. Ces toxines sont responsables d’intoxications humaines et
animales, parfois mortelles (Zhou et al., 2002 ; Madigan et Martinko, 2007).

De nombreuses cyanobactéries sont aussi responsables d’odeurs et de gofts
désagréables en eau douce, ce qui peut poser des problémes si ce type d’eau est utilisé pour la
consommation. Le principal composé produit est la géosmine (trans-1,10-diméthyl-trans-9-
décalol). Cette substance qui est aussi produite par certains actinomycetes est responsable de
I’odeur de «terre » caractéristique des sols humides fraichement retournés (Madigan et

Martinko, 2007).

I.1.6. Description génétique

Les cyanobactéries constituent un groupe génétiquement et morphologiquement tres
hétérogene. Cette hétérogénéité est reflétée par la taille de leurs génomes allant de 2400 a
12.900 Kb. Les souches unicellulaires ont généralement un génome de taille réduite
équivalent a celui des bactéries, alors que les souches filamenteuses, dont la morphologie et
les propriétés physiologiques sont plus complexes, ont un génome de taille quatre fois
supérieure a celui d'Escherichia coli (Herdman et al., 1979a ; Roger, 2006). Une grande

diversité se retrouve aussi dans le pourcentage en guanosine et cytosine (% GC) qui peut
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varier de 35 a 71% selon les genres, les espéces et a l'intérieur d'un méme genre (Herdman et
al., 1979 b).

Le génome cyanobactérien code un ensemble commun de 1054 familles de protéines.
Seulement 50 geénes ont été trouvés uniques aux cyanobactéries et 84 sont spécifiquement
partagés entre les cyanobactéries et les eucaryotes phototrophes (Mulkidjanian et al., 2006).

La plupart des cyanobactéries possedent un ou plusieurs plasmides, dont les tailles
sont comprises entre 1,3 Kb et 400 Kb environ (Castets ef al., 1986 ; Rebiére ef al., 1986 ;
Tandeau de Marsac et Houmard, 1987).

I.1.7. Mode de reproduction
Les cyanobactéries se reproduisent par voie asexuée (Bourrelly, 1985):

» Chez les formes unicellulaires, comme pour les Chroococcales, la division successive de
la cellule mére libére des nanocystes (spores de petite taille et sphériques). Dans le cas des
Pleurocapsales, une cellule devient un sporocyste et se divise plusieurs fois. Elle garde
son contenu a l’intérieur de la membrane (endospores ou baeocytes) et I’émission des
spores se fait par ouverture de la membrane pour libérer des baeocytes. Par contre, chez
Chamaesiphon, la cellule fixée a la base s’accroit en longueur, perce la paroi cellulaire a
son sommet et subit une série de divisions transversales pour donner une succession de
spores (des exospores).

» Chez les formes filamenteuses, la fragmentation se fait au niveau des nécridies et les

hormogonies libérées peuvent se disperser.

1.1.8. Habitat

Les cyanobactéries sont largement distribuées dans les habitats naturels terrestres,
dulgaquicoles et marins (Madigan et Martinko, 2007). En général, elles résistent mieux aux
conditions environnementales extrémes que les algues et sont souvent les organismes
phototrophes dominant ou méme unique dans les sources chaudes (genre Synechococcus
observé dans des sources thermales a plus de 70°C) (Castenholz, 2001), les surfaces
rocheuses de régions désertiques (Yeager et al., 2007 ), les lacs a salinité ¢levée ou méme
hypersalins (Dillon et al., 2009), ainsi que dans certains lacs des régions polaires ou les
températures sont tres basses (Taton et al., 2003 ; Jungblut et Neilan, 2006).

Dans les sols désertiques, soumis a une lumiére solaire intense, les cyanobactéries
forment souvent des croftes superficielles étendues, restant en dormance la plupart de I’année
et ne poussent que pendant le bref hiver et les pluies printanic¢res. Dans les baies marines peu

profondes, ou 1’eau présente des températures relativement élevées, des tapis treés épais de
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cyanobactéries peuvent se former. Dans les lacs d’eau douce, en particulier ceux qui sont
riches en ¢lément nutritifs, des efflorescences ou des blooms de cyanobactéries (des phases de
prolifération massive), peuvent se développer (Madigan et Martinko, 2007).

Par ailleurs les cyanobactéries réussissent particulierement bien a établir des relations
symbiotiques avec d’autres organismes (Prescott er al., 2010). Ces bactéries sont des
symbiotes de champignons (formation des lichens), de diverses plantes (hépatiques, mousses,
gymnospermes et angiospermes), des éponges, ou encore des protistes (Adams et Duggan,
2008). Elles fournissent a ces hotes de 1'azote et des carbones fixés (provenant réciproquement
du N2 et du CO2) (Lee et al., 2000 ; Adams et Duggan, 2008).

Cette ubiquité des cyanobactéries est liée a leur grande faculté d’adaptation. Elles ont
développé un arsenal de stratégies physiologiques, métaboliques, et écologiques qui leur

confere une plasticité environnementales extréme (Kerbrat, 2010).

I.1.9. Répartition dans le monde et en Algérie
1.1.9.1. Répartition dans le monde

D’apres les travaux de synthese réalisés par Whitton et Sinclair (1975) et Bourelly
(1985), les cyanobactéries sont présentes dans tous les pays du monde et en tout lieu, aussi
bien dans les milieux aquatiques (des eaux douces aux eaux hypersalées) que dans les milieux
désertiques.

Les travaux publiés durant cette derniere décennie montrent une augmentation notable
des efflorescences toxiques. Les pays les plus souvent cités sont ceux de 1’Union Européenne
ainsi que I’Afrique du Sud, la Chine, Taiwan, le Japon, 1’Australie, le Canada, les USA, le
Chili et le Brésil (Figure 6) (Sivonen et Jones, 1999).
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Figure 6. Répartition des cyanobactéries dans le monde (Bonilla, 2008).

1.1.9.2. Répartition en Algérie

En Algérie, les cyanobactéries sont répondues presque dans tous les lacs et les Oueds du
pays, surtout dans les zones soumises a une forte eutrophisation (enrichissement en nutriments
du milieu). Elles sont capables de proliférer rapidement et de former des efflorescences
(Necib et al., 2014).

En effet, les travaux réalisés dans le barrage de Hammam Dbagh a Guelma ont montré
selon Bensdira (2000), la présence de 4 genres et I'omniprésence du genre Microcystis.
Cependant Aissani (2003) a signalé dans ce méme milieu 10 genres de cyanobactéries avec
I'omniprésence du genre Gomphosphaeria.

Par ailleurs dans le lac Tonga et dans le barrage de Cheffia a El Taref, Matmed (2000)
et Nasri et al. (2007) ont montré I'omniprésence du genre Microcystis. Cependant, dans le lac
Oubeira, c’est le genre Anabaena qui prédomine (Menail, 2000 ; Boulesnane et Chaibi,
2002).

Dans le barrage Mexa a El Taref, Ouartsi ef al. (2011) ont montré la présence des
genres Microcystis, Chroococcus, Merismopedia, Planktothrix, Oscillatoria, Lyngbya,
Pseudanabaena et Spirulina avec la dominance du genre Microcystis. Enfin, dans le barrage
de Ain Dalia a Souk Ahras, Agouni (2013) a montré la présence de 12 genres de
cyanobactéries avec la dominance du genre Oscillatoria.

Les cyanobactéries sont également présentes dans la Lagune Tamelaht & Bejaia. En
effet, les analyses des échantillons d’eau provenant de cette lagune ont permis d’identifier

23 especes de cyanobactéries (Dehbi Zebboudj et al., 2013).
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Dans les sources thermales, les travaux de Amarouche-Yala (2015) ont montré que la
source de Bouhadjar a Ain Temouchent, se trouve en téte de liste des dix-neuf sources
prospectées, avec 11 especes différentes pour la majorité des Chroococcales, suivie de la
source de Sidi Yahia a Bejaia avec 10 especes différentes dont la majorité appartient aux
Oscillatoriales et en troisiéme position la source de Meskhoutine a Guelma avec 9 espéces

différentes, appartenant pour la plupart aux Oscillatoriales.

1.1.10. Usages

Les micro-organismes photosynthétiques de types cyanobactéries tendent a s’imposer
dans de nombreux secteurs applicatifs. Leur large potentiel d’applications revient a la
spécificité de leur métabolisme photosynthétique par rapport aux micro-organismes

hétérotrophes, et a leur biodiversité importante (Pruvost et al., 2011).

1.1.10.1. Alimentaire

Le taux de croissance plus important que celui des plantes supérieures et la fraction
protéique remarquable ont positionné les cyanobactéries comme un gisement d’intérét a
I’avenir de la nutrition humaine (Sialve et Steyer, 2013).

Parmi ces bactéries Spirulina platensis (ou Arthrospira platensis) plus connue sous le
nom de I’algue « Spiruline » est consommée depuis des siécles par certains peuples primitifs
d'Afrique et d'Amérique. Compte tenu de sa richesse en protéines, glucides, lipides, vitamines
et minéraux, elle semble actuellement 1'une des meilleurs solutions pour la production simple
d'un complément alimentaire de haute qualité afin, d’améliorer la sant¢ humaine, et la
nutrition dans les pays du tiers-monde (Sguera, 2008).

La spiruline n’est pas exclusivement réservée a la consommation humaine. Elle est en
effet utilisée comme complément alimentaire pour les animaux d’élevage et de compagnie
(Rongead et Gneclie, 2011).

Les cyanobactéries sont également utilisées comme colorant naturel grace aux
extractions de la phycocyanine, la chlorophylle et les caroténoides. Ces colorants sont utilisés
pour rendre attractifs les produits alimentaires. Ils sont également utilisés dans la fabrication
des chewing gums, sorbets, sucreries, produits laitiers, et boissons non alcoolisées (Guillou e?

al., 2006 ; Rongead et Gneclie, 2011).

1.1.10.2. Agronomique
Les cyanobactéries assurent la respiration et, chez certaines espéces, la fixation de

I'azote atmosphérique. Ainsi, certaines cyanobactéries sont utilisées en agriculture comme
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engrais biologique pour la fertilisation des sols pauvres, en particulier les sols sahariens

squelettiques (Chader et Touzi, 2001 ; Charpy et al., 2004).

1.1.10.3. Energétique

En raison de leur performance photosynthétique et de leur temps de génération
relativement court, les cyanobactéries peuvent jouer un réle dans la production des matériaux
conservateurs d'énergie tels que les biocarburants, y compris le bioéthanol ou I'hydrogéne (Su

etal., 2013 ; Chow et al., 2014 ; Mollers et al., 2014).

1.1.10.4. Thérapeutique

Les cyanobactéries produisent une grande variété de métabolites bioactifs dont les
activités biologiques sont diverses et multiples (Rezanka et Dembitsky, 2006 ; Tan, 2007).
Ces composés bioactifs peuvent étre des métabolites primaires comme les glucides, les
protéines, les acides gras, les vitamines ou les pigments (Borowitzka, 1988 a et b, 1995)
et/ou des métabolites secondaires tel que les composés phénoliques (Pedersen et Da Silva,
1973; De Cano et al., 1990 ; Volk, 2005), les peptides, les alcaloides, les terpenoides et les
glycosides (Ramamurthy, 1970 ; Bonjouklian ez al., 1991).

La plupart de ces métabolites sont accumulés dans la biomasse cyanobactérienne, mais
cela n’empéche pas que certaines cyanobactéries (Nostoc commune, Tolypothrix byssoidea,
Nodularia harveyana,  Anabaena cylindrica,  Arthrospira platensis...) excrétent ces
métabolites dans leur environnement, d’ou leurs nominations par certains auteurs
d’exométabolites ou de métabolites extracellulaires (Jaki ef al., 1999 ; Lacap et al., 2005 ;
Volk, 2005 ; Volk, 2008).

Bien que le genre Spirulina soit le plus connu des cyanobactéries, le plus grand
nombre de biomolécules actives provient jusqu’a présent du genre Lyngbya. Ce genre est tres
représentatif des propriétés biologiques des cyanobactéries en général soit leur toxicité. La
recherche d’extrait et de molécules actives par criblage sur des espéces de cyanobactéries
reconnues pour leur toxicité permettrait trés probablement d’obtenir de nouvelles structures
chimiques d’intérét pour la lutte contre certaines maladies métaboliques et infectieuses

(Guillou et al., 2006). Parmi les activités biologiques des cyanobactéries :

o Activité antibactérienne
Les cyanobactéries en général, synthétisent et secrétent des substances diverses,
précisément bioactives, qui présentent une activité antibactérienne vis-a-vis des bactéries

d'intérét sanitaire (Trabelsi ez al, 2010 ; Singh et al., 2011).
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La majorité des tests d'activité antibactérienne ont été effectués in vitro. Les
applications médicinales potentielles apparaissent cependant réduites, au vu de la toxicité ou
de l'inactivité des produits révélées par les tests in vivo. Toutefois, ces composés peuvent
servir de modeles moléculaires pour la recherche de nouveaux principes actifs (Muller-

Feuga, 1997).

o Activité antioxydante

Les composants phycocyanines et allocyanines retrouvés chez les cyanobactéries,
ont des propriétés antioxydantes. Cependant, la structure chimique de la phycocyanine est trés
proche de la structure de la bilirubine, produit de dégradation de I'hémoglobine. La bilirubine
est connue pour étre un antioxydant physiologique important (Charpy et al., 2004 ; Sguera,
2008). Cette propriété permet leurs indications pour la prévention contre le vieillissement

et les maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson) (Schmitz, 2014).

o Activité antivirale

Les cyanobactéries ont une puissante activité antivirale grace a la phycocyanine
qu’elles contiennent. Elles sont capable d’inhiber la réplication de plusieurs virus, dont le
virus Herpés simplex, le cytomégalovirus, le virus de la rougeole et des oreillons, le virus de

la grippe A et le virus du sida (VIH) (Sguera, 2008 ; Schmitz, 2014).

o Activité anticancéreuse

Certaines formes communes de cancers sont le résultat d'un ADN cellulaire
endommagé, provoquant une croissance cellulaire anarchique. En temps normal, ce
phénomeéne est évité grace a un ensemble de processus enzymatiques par lesquels une cellule
identifie et corrige les dommages du génome. Cependant, sous l'effet de différentes toxines
les enzymes peuvent étre désactivées et les brins d'ADN endommagés ne sont pas réparés,
c'est dans ces conditions que le cancer peut se déclarer. Les substances bioactives des
cyanobactéries ont le pouvoir d’inhiber les cassures des brins d’ADN, d’améliorer I’activité
enzymatique du noyau cellulaire et de réparer I’ADN endommagé (Sguera, 2008 ; Schmitz,
2014).

Le tableau 2 présente les principales biomolécules actives obtenues a partir de

quelques espéces de cyanobactéries.
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Tableau 2. Molécules actives extraites des cyanobactéries (Guillou et al., 2006).

Espéces Biomolécules Catégorie Activités/Intéréts Année
Plusieurs genres mais plus | Phycocyanine Pigments Pigmet fluorescent utilisés comme réactifs dans des tests diagnostics et comme pigmetns | 1985
particuliéremet Spirulina sp. phycoérythrine naturels dans les aliments et les cosmétiques. 1988
2005

Phycocyanine Pigments Inhibiteur, dose dépedant, de I’activité enzymatique de la lipase pancréatique in vivo chez | 2006
le Rat. Diminution de 1’absorption intestinale des lipides.

Glycolipide H-b2 | Glycolipides Inhibiteur, dose dépedant, de I’activité enzymatique de la lipase pancréatique in vivo chez | 2006
le Rat. Diminution de 1’absorption intestinale des lipides.

Non identifiée Polysaccharides | Effet antitumorale in vivo chez la Souris. Améliore I’inhibition de la prolifération du CFU- | 2002

Arthrospira GM et de I’apoptose induite par CTX (Cyclophosphamide) sur des cellules
(Spirulina platensis) hématopoiétiques.
Non identifi¢e Polysaccharides | Activité immunostimulante in vivo. Augmente le taux des globules blancs et des cellules | 2001
nucléées et de I’ADN de la moelle osseuse chez les souris (30-60 mg/kg) mais n‘a pas
d’effet sur les globules rouges et sur I’hémoglobies. Augmente le taux des globules rouges,
des globules blancs, de I’hémoglobine dans le sang et les cellules nucléees de la moelle
osseuse chez les chiens (12 mg/kg).
Extrait aqueux Activité immunostimulante in vivo chez I’Homme. Améliore les foctions NK (Natural | 2002
Killer) représetées par la production d’IFN g et la cytolyse chez plus de 50 % des sujets
ayant consommés d’extrait algal.
Spirulina platensis Immunulina Polysaccharides | Activit¢é immunostimulante importante in vitro. Les valeurs ECso de ces polysaccharides | 2001
Aphanizomenon flos-aquae immunon pour I’activation immunitaire sont comprises entre 20 et 110 mg/L (environ 10 pM). Ils

sont entre 100 & 1000 fois plus actifs pour 1’activation des monocytes que les préparations

de polysaccharides couramment utlisées dans I’immunothérapie du cancer.
Aphanizomenon flos-aquae Extraits Les extraits méthanoliques ont le pouvoir antibactérien le plus prononcé in vitro. 1998

Tychonema bourrellyi
Microcystis aeruginosa
Micrococcus luteus
Cylidrospermopsis raciborskii

éthanoliques et
méthanoliques
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Malyngamides Amides chlorées Nombreuses propriétés biologiques dont, antimicrobiennes, ichtyo-toxiques, | 2001
antiappétants, cytotoxiques, immunosupresseurs.
Curacines A, B, C | Cyclopropane Puissants antimitotiques donc anti-cancers potentiels. La curacine A et des analogues | 1994
etD thiazoline structuraux ont été brevetés en 1998. 1995
1998

Microcolines A Pentapeptides Intenses propriétés immunosuppressives et antiprolifératives. 1992
etB
Laxaphycines A Polypeptides Activités cytotoxiques et antifongiques. 1997

Lyngbya majuscula et B
Ypaoamide Dipeptides Fortement antiappétants. 1996
Antillatoxine B Cyclodepsipeptides | Propriétés neurotoxiques. 2001
Apratoxine A Cyclodepsipeptides | Tres fortement cytotoxique in vitro pour différentes lignées tumorales humaines avec | 2001

des DLsode 0.36 a4 0.52 nM.
Pitipeptolides Aet | Cyclodepsipeptides | Modérément cytotoxiques. 2001
B
Majusculamide C | Cyclodepsipeptides | Activité antifongique. 1984
Lyngbyastines 2 Cyclodepsipeptides | Activités cytotoxiques. 1999
Lyngbyatoxines A | Alcaloides Composé cytotoxique responsable de dermatites des baigneurs a Hawaii. 1979
indoliques
Schizothrix sp. Schizothrine A Undécapeptides Forte activité antibactérienne. 1994
cycliques

Oscillatoria agardhii Microviridines D Cyclodepsipeptides | Inhibiteurs de la sérine protéase. Cet enzyme intervient dans certains troubles | 1996
etE cardiovasculaires.

Scytonema varium Scytovirin Protéine Antivirale topique potentielle contre le HIV en essais précliniques. 2006
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I.2. Les métabolites des cyanobactéries

La plupart des études traitant les constituants des cyanobactéries ont été réalisées sur
Spirulina platensis. Cette espéce sert de référence, car sa composition est relativement
constante méme si elle varie selon la souche, les conditions de culture et le mode de

conditionnement (Salle ez al., 1999 ; Charpy et al., 2008).

1.2.1. Métabolites primaires
Les métabolites primaires sont caractérisés par leur propriété nécessaire et vitale a la

survie de la cellule ou de I’organisme (Diallo, 2000).

1.2.1.1. Protéines

La teneur en protéines des cyanobactéries est élevée, représentant 50 a 70% du poids
sec de la spiruline. Ces pourcentages sont tout a fait exceptionnels, méme parmi les micro-
organismes. D'un point de vue qualitatif, ces protéines ont une trés haute valeur biologique car
elles renferment tous les acides aminés essentiels (Bujard et al., 1970). Parmi ces derniers,
les plus faiblement représentés sont les acides aminés soufrés (méthionine et cystéine)

(Clément et al., 1967 ; Bujard et al., 1970 ; Aychunie et al., 1996).

1.2.1.2. Lipides

La composition en lipides totaux des cyanobactéries se caractérise par un bon équilibre
entre acides gras saturés et acides gras polyinsaturés (Clément, 1975). Elle se subdivise en
deux fractions: une fraction saponifiable «ou acides gras» (83%) et une fraction
insaponifiable (17%) (Clément, 1975). La fraction saponifiable est essentiellement composée
de monogalactosyl diglycéride, de digalactosyl diglycéride, de sulfoquinovosyl diglycéride et
de phosphatidyl glycérol. Les triglycérides ne sont présents qu’a de tres faibles taux. Ces
glycolipides sont les composants lipidiques majeurs des membranes photosynthétiques des
cyanobactéries (Xue et al., 2002 ; Charpy et al., 2004 ; Charpy et al, 2008). Les
sulfolipides tels les sulfoquinovosyl diglycérides qui représentent 5% de la fraction
saponifiable, intéressent les chercheurs pour leur activité protectrice contre des infections
virales (Kiet et Durand Chastel, 2006). Concernant la fraction insaponifiable, elle est
composée essentiellement de stérols, de terpénes, d’hydrocarbures saturés (paraffines) et de
pigments (Fox, 1999). Chez les spirulines, les lipides représentent généralement de 6 a 8% du

poids sec mais ce pourcentage peut atteindre 11% (Hudson et Karis, 1974).
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1.2.1.3. Glucides

Les hydrates de carbone des cyanobactéries sont constitués principalement de
polymeéres dont le rhamnose, le glycogéne et le glucane. Cependant, les glucides simples ne
sont présents qu'en trés faibles quantités (Charlemagne, 2008 ; Charpy et al., 2008). Chez
les spirulines, les glucides constituent 15 a 25 % de la matiére séche (Fox, 1999 ; Falquet et
Hurni, 2006). Ces polysaccharides présentent de multiples intéréts thérapeutiques,
notamment dans la stimulation des mécanismes de réparation de I’ADN (Pang et al., 1988) ,
dans son effet radio-protecteur et dans la neutralisation des radicaux libres (Qishen e? al.,
1989).

Les parois cellulaires des cyanobactéries s'apparentent a celles des bactéries Gram-
négatif. En effet, elles sont formées de glucosamines et d'acide muramique associés a
des peptides (Rongead et Gneclie, 2011).

Un nouveau polysaccharide d’un poids moléculaire élevé a été isolé chez Spirulina
platensis. Cet activateur potentiel des monocytes et macrophages humains a ét¢é nommé
«Immulina». Ce polysaccharide, structurellement complexe et fortement hydrosoluble,

représente entre 0,5% et 2% du poids sec de cette cyanophycée (Charpy et al., 2008).

1.2.1.4. Vitamines

Les cyanobactéries possédent une large gamme de vitamines. Parmi les hydrosolubles,
ces bactéries contiennent les vitamines du groupe B, notamment la vitamine B12. En effet,
ces micro-organismes sont la seule source connue de cette vitamine. Alors que la vitamine C
n’existe qu’a I’état de trace (Charpy et al., 2008). Les trois vitamines liposolubles trouvées
chez les cyanobactéries sont le f-caroténe, précurseur de la vitamine A, la vitamine E et la

vitamine D (Sguera, 2008).

1.2.1.5. Pigments
Les cyanobactéries contiennent une large variété de composants colorés incluant
les chlorophylles dont la chlorophylle a (typique des végétaux), les caroténoides dont le

principal est le B-caroténe et les phycobiliprotéines (Charpy et al., 2008).

» Les chlorophylles sont des macrocycles tétrapyrroliques métallés par du magnésium et
substitués par une chaine phytyle (Figure 7). Ce sont des pigments essentiels de la
photosynthése puisqu’elles assurent d’une part la collecte énergétique des photons, et
d’autre part le transfert d’énergie permettant ainsi la transformation du dioxyde de
carbone et de 1’eau en molécules organiques (Jahn ez al., 1984). Elles sont connues pour

leur pouvoir nettoyant et purifiant (Rongead et Gneclie, 2011).
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Chaine phytyle

Figure 7. Structure de la chlorophylle a (Jahn et al., 1984).

» Les caroténoides sont des pigments liposolubles composés d'unités isoprénes. Chez les
spirulines, le P-caroténe représente 80% des caroténoides présents, le reste étant
principalement composé¢ de xanthophylle, de cryptoxanthine, d’echinénone, de
zéaxanthine et de lutéine (Yan et al., 1999 ; Charpy et al., 2008). Les caroténoides ont
une action antiradicalaire, ils participent également a la croissance et au développement de
I’individu, ainsi qu’au maintien de la vision nocturne (Charlemagne, 2008).

» Les phycobiliprotéines sont des molécules hydrosolubles comportant une partie protéique
liée de facon covalente a des chromophores ou bilines. Ces derniers sont composés de
groupes tétrapyrroliques non cyclisés. Il existe trois familles de phycobiliprotéines, les
phycoérythrines (rouges), les phycocyanines (bleues) et les allophycocyanines (bleu
turquoise). Leur role physiologique est de capter les photons de longueurs d’ondes
différentes de ceux captés par les chlorophylles et de transférer cette énergie aux
complexes chlorophylliens (Jahn ef al., 1984). La phycocyanine est un pigment assez
rare dans la nature qui absorbe la lumicre dans une longueur de 61 a 650 nm. Sa structure
particuliere Iui confére des propriétés antioxydantes, antiradicalaires, anti-
inflammatoires, anti-tumorales, amélioration du systéme immunitaire, hépatoprotection et

détoxification (Charlemagne, 2008 ; Schmitz, 2014).

1.2.2. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires représentent toute substance présentes chez un organisme
et qui ne participe pas directement aux processus de base de la cellule vivante par opposition
aux métabolites primaires, et dont la nature et la teneur peuvent &tre modifiées par des
facteurs abiotiques, facteurs environnementaux spatiaux (exposition, climat, ...) ou temporels

(saison, age, ...), et les molécules induites par des facteurs biotiques, telles les phytoalexines
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excitées par la présence d’un pathogeéne. Les plus grands groupes de métabolites secondaires
sont les alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les composés phénoliques. Ces métabolites

présentent une énorme valeur économique (Alilou, 2012).

1.2.2.1. Composés phénoliques
Les composés phénoliques (polyphénols) regroupent plusieurs classes chimiques qui
présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle

aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles

(OH) (Bruneton, 2009).

1.2.2.1.1. Flavonoides

Les flavonoides dérivent du latin flavus qui signifie jaune. Elles représentent la plus
grande classe des polyphénols (Guignard, 1996). Ces composés posseédent un noyau flavone
C15 (C6-C3-C6). Ils sont composés de deux cycles benzeénes (Figure 8) liés par une chaine
en C3 (Bruneton, 1999).
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Figure 8. Structure générale de flavonoide (Bruneton, 1999).

A et B : deux noyaux benzéniques ; C : hétérocycle oxygeéne.

Les flavonoides se répartissent en quinze familles de composés, dont les plus
importantes sont les suivantes: flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, isoflavones,
isoflavanones, chalcones, aurones et anthocyanes (Harborne et William, 2000 ; Kuresh et
al., 2002). Les composés de chaque sous classe se distinguent par le nombre, la position et la
nature des substituants sur les deux cycles aromatiques et le cycle intermédiaire (Julies et
Christin, 2002).

De nombreux travaux montrent que les flavonoides possédent des propriétés
anti-inflammatoires, immunologiques (Da Silva et al, 1994; Galati et al., 1994 ;
Middleton, 1996), antivirales (Spedding et al., 1989), antinéoplasiques (Kato et al,
1983), antioxydantes (Van Acker et al., 1995) et antibiotiques. En effet, ils sont capables

d’inhiber la croissance de différents types de bactéries : Staphylococcus aureus
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(Babayi et al, 2004), Escherichia coli (Ulanowska, 2006), FEnterococcus feacalis,
Enterobacter cloaceae et Proteus mirabilis (Didrak, 1999 ; Modak, 2001 ; Ballal, 2005 ;
Okigbo et al., 2005).

1.2.2.1.2. Tanins

Ce sont des molécules de haut poids moléculaire, fortement hydroxylés et peuvent
former des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux
enzymes digestives. Ils servent de défense contre les micro-organismes et sont utilisés par
I’Homme depuis I’antiquité pour le tannage des peaux. Les tanins sont divisés en deux
groupes principaux d’apres leurs structures et leurs propriétés :
a. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysés, sont des oligo- ou des polyesters d’un sucre, généralement le
glucose et d’un nombre variable de molécules d’acide phénol : I’acide gallique dans le cas des
tanins galliques, ou I’acide hexahydroxy diphénique (HHDP) et ses dérivés d’oxydation dans
le cas des tanins éllagiques (Harborne, 1998). Comme leur nom I’indique, ils sont facilement
hydrolysables par voie chimique ou enzymatique.
b. Tanins condensés

Ces composés different fondamentalement des tanins galliques et éllagiques. Leurs
structures, voisines de celle des flavonoides, ne possédent pas de sucre. Ces composés ont
tendance a se polymériser spécialement en solution acide concentrée ou par action d’agents

oxydants (Ribéreau, 1982 ; Schijlen ez al., 2004).

1.2.2.2. Alcaloides

Les alcaloides représentent un groupe de métabolites secondaires tres diversifiés
retrouvés chez les organismes vivants. Ce sont des composé€s organiques azotés de faibles
poids moléculaires et a caractére alcalin. Bien que beaucoup d'entre eux soient toxiques,
certains sont employés dans la médecine pour leurs propriétés analgésiques, dans le
cadre de protocoles de sédation (anesthésie, atropine) souvent accompagnés des hypnotiques,
ou comme agents antipaludéens (quinine, chloroquinine) ou agents anticancéreux (taxol,
vinblastine) (Bruneton, 1999 ; Zenk et Juenger, 2007). Les alcaloides sont également
connus comme doués de propriétés antimicrobiennes (Faizi et al., 2003). Parmi les alcaloides

produits par les cyanobactéries, il existe :
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» Les neurotoxines (organe cible le systéme nerveux) qui sont regroupées en deux familles :
les anatoxines (I’anatoxine-a, [’anatoxine-a(s) et [I’homoanatoxine-a) et la
saxitoxine (Chorus et Bartram, 1999) ;

» Les dermatotoxines (organe cible la peau) comme la lyngbyatoxine A, les aplysiatoxines
et la débromoaplysiatoxine qui sont des alcaloides retrouvés chez des cyanobactéries
benthiques telles que Lyngbya majuscula Harvey ex Gomont, Oscillatoria nigroviridis et
Schizothrix calcicola (Cardellina et al., 1979) ;

» Quelques hépatotoxines (organe cible le foie) comme la cylindrospermopsine. Cette
derniére a été initialement isolée chez Cylindrospermopsis raciborskii (Hawkins et al.,
1985), et a été depuis identifiée chez Aphanizomenon ovalisporum (Banker et al., 1997,
2000), Anabaena bergii (Schembri et al., 2001), Umezakia natans (Terao et al., 1994)
et Raphidiopsis curvata (Li et al., 2001).

1.2.2.3. Composés terpéniques

Les composés terpéniques constituent une importante classe de produits secondaires,
hydrophobes quelquefois volatils et unis par une origine commune. IIs sont formés d’unités de
cinq carbones, unité isoprene, libérée a haute température. Chaque groupe de terpenes est issu
de la condensation d’un nombre variable d’unités isopréniques (Brunton, 1999). Selon le
nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpénes proprement dit
monoterpenes en C10, les sesquiterpenes en C15, les diterpenes en C20, les tritepenes (C30)
(exemple : les stéroides), les tétraterpenes (C40) (exemple: les caroténoides) et les
polyterpenes (~4 000) (Guignard, 1996).

Les propriétés fondamentales des terpénes sont leurs caractéres odoriférants et leurs
sensibilités a la lumiére. Un grand nombre d’entre eux possede des propriétés antiseptiques

(Klaas et al., 2002).

1.2.2.4. Saponines

Les saponines sont sous forme d’hétérosides a 1’état naturel, dont 1’aglycone peut étre
de nature triterpénique ou stéroidique. Les propriétés physico-chimiques les plus
caractéristiques des saponines sont les modifications de la tension superficielle et le pouvoir
moussant. Ces composés assurent la défense de I’organisme contre I’attaque microbienne ou

fongique (Manach et al., 2004).
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I.3. Les infections nosocomiales
1.3.1. Généralités

En épidémiologie, une infection est dite nosocomiale si elle apparait au cours ou a la
suite d’une hospitalisation, tout en étant absente (ni symptomatique ni en incubation) a
I’admission. Cependant, lorsque la situation a 1’admission n’est pas connue, un délai d’au
moins 48 heures apreés I’admission (ou un délai supérieur a la période d’incubation lorsque
celle-ci est connue) est communément accepté pour distinguer une infection d’acquisition
nosocomiale d’une infection communautaire. Toutefois, il est recommandé d’apprécier, dans
chaque cas douteux, la plausibilité¢ du lien causal entre hospitalisation et infection (Bouvet et
Grimont, 1989 ; Berche et al., 1991 ; Schaffner, 1997 ; Popi, 2003).

Pour les infections du site opératoire, on considére comme nosocomiales les infections
survenues dans les 30 jours suivant I’intervention, ou celles survenues dans les 90 jours en cas
d’infection virale et celles survenues dans les 365 jours s’il y a eu mise en place d’une
prothése ou d’un implant (Bouvet et Grimont, 1989 ; Schaffner, 1997 ; Popi, 2003).

Les agents pathogénes responsables d’infections nosocomiales peuvent avoir deux
origines. Dans le cas d’une origine endogéne, les germes font partie de la flore commensale
du patient, et ils sont présents chez le patient avant 1’hospitalisation, au niveau des voies
respiratoires, de la peau, de la sphére gastro-intestinale ou génitale. En cas d’une origine
exogene, le patient est contaminé par ces micro-organismes au cours de 1’hospitalisation. Ces
agents pathogeénes peuvent provenir de la flore transitoire, ou résidente du personnel soignant,
ou de visiteurs, de dispositifs médicaux et méme de I’environnement et des locaux

hospitaliers (Horan et al., 2008).

1.3.2. Agents microbiens responsables

Les infections nosocomiales sont dues a de trés nombreux micro-organismes, incluant
les bactéries, les virus, les parasites et les champignons. Cependant, les bactéries sont a
I’origine de prés de 90% des infections nosocomiales (Berche et al., 1991). Les agents

infectieux varient selon les populations de patients et les types d’établissements de santé

(OMS, 2002).

1.3.2.1. Les bactéries
a. Les bactéries commensales

Ces bactéries présentes dans la flore normale des sujets en bonne santé, jouent un rdle
protecteur significatif en empéchant la colonisation par des micro-organismes pathogenes.

Seulement, certaines peuvent provoquer une infection si les défenses immunitaires de 1’hote
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sont affaiblies. A titre d’exemple, les Staphylocoques cutanés coagulase-négatifs provoquent
des infections sur cathéter vasculaire, et les Escherichia coli présentes dans I’intestin sont la
cause la plus courante d’infections urinaires (OMS, 2002).
b. Les bactéries pathogénes

Ces germes ont une virulence plus élevée. En effet, les bactéries a Gram positif tel que
Staphylococcus aureus bactérie cutanée colonisante la peau et le nez du personnel hospitalier
et des patients, provoque une grande variété d’infections pulmonaires, osseuses, cardiaques et
sanguines. Les Streptocoques beta-hémolytiques sont également des agents pathogenes
importants. Par ailleurs, les bactéries a Gram négatif tel que les entérobactéries (Escherichia
coli, Klebsiella, Proteus, Enterobacter, Serratia marcescens) peuvent coloniser certains sites
lorsque les défenses immunitaires de 1’hote sont affaiblies et provoquer des infections graves
(infection du site opératoire, infection pulmonaire, bactériémie). D’autres bactéries a Gram
négatif comme Pseudomonas spp., souvent isolées de 1’eau et les milieux humides, peuvent
coloniser les voies digestives des patients hospitalisés. De méme, les bacilles anaérobies a
Gram positif (Clostridium) provoquent la gangréne. Enfin, plusieurs autres bactéries
représentent un risque spécifiquement hospitalier. En effet, les diverses especes de Legionella
peuvent provoquer des pneumopathies par inhalation d’aérosols impliquant de 1’eau

contaminée (climatisation, douches, aérosols a visée thérapeutique) (OMS, 2002).

1.3.2.2. Les virus

Il existe une possibilité de transmission nosocomiale pour de nombreux virus. Ceux
des hépatites B et C sont transmis au cours des transfusions, dialyses ou injections. Le virus
respiratoire syncytial, les rotavirus et les entérovirus sont transmis par contact main-bouche et
par voie féco-orale. D’autres virus comme le cytomégalovirus, le VIH, le virus Ebola, les

virus grippaux, les virus de I’herpes et le virus varicelle-zona sont également transmissibles

(OMS, 2002).

1.3.2.3. Les champignons

L’émergence des champignons microscopiques comme agents pathogénes majeurs est
notable. Ils prospérent sur un terrain d’immunodépression et/ou a la suite ou au cours
d’antibiothérapie a large spectre, et/ou d’alimentation parentérale. Les infections fongiques
les plus récurrentes sont 1’aspergillose dont I’origine est exogene, et les candidoses dont les
sources peuvent étre digestives ou provenant de solutions contaminées (collyres, liquide

d’alimentation) (Pittet et al., 1994).
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1.3.2.4. Les parasites

Ils peuvent aussi revétir un caractére nosocomial. Les plus fréquemment rencontrés
sont le plasmodium lors des transfusions, Sarcoptes scabiei (agent de la gale) et le
Pneumocystis carinii qui est 1’agent opportuniste responsable de la pneumopathie
nosocomiale en néonatologie et chez les malades immunodéprimés (Guérin et Gouyon,
1993).
1.3.3. Mécanisme de transmission
1.3.3.1. Auto-infection

Ce type de transmission résulte d’une infection des malades par leurs propres germes,
soit in situ, soit a partir de I’environnement immédiat (surface de la peau, vétement, lit). Ces
infections sont dues généralement aux germes saprophytes qui deviennent pathogénes a la
suite d’une antibiothérapie itérative ou d’un traitement immunosuppresseur. Les
complications infectieuses respiratoires, liées au décubitus et a ses conséquences sur le
drainage des voies aériennes, se font parfois a partir des germes normalement présents dans
les parties hautes du tractus respiratoire et peuvent étre des auto-infections. Enfin certains
malades immunodéprimés (aplasie médullaire, syndrome d’immunodéficience acquise)
peuvent avoir des bactériémies dues aux germes intestinaux qu’ils hébergent. Ces infections,

rigoureusement endogenes, sont aussi des auto-infections (Hygis, 1998).

1.3.3.2. Hétéro-infection

On parle d’hétéro-infection lorsqu’un agent infectieux est transporté d’un malade a un
autre. L’agent infectieux est rarement transmis par contact direct (mains, gouttelettes de salive
ou autres liquides biologiques) ou par voie aérienne (inhalation des particules infectieuses en
suspension dans I’air). Le plus souvent le vecteur est le personnel soignant par ses mains ou
ses instruments de travail. On parle d’infection manu portée ou d’infection transmise par le
matériel d’exploration ou de soins. C’est le mode de contamination majeure lors de
nombreuses épidémies et probablement le plus sensible aux mesures prophylactiques (Hygis,
1998).
1.3.3.3. Xéno-infection

Ce sont des infections qui sévissent sous forme endémique ou épidémique dans la
population extrahospitaliere. Les agents infectieux sont importés a 1’hdpital par les malades,
le personnel soignant, ou les visiteurs qui en sont atteints ou qui sont en phase d’incubation.

Dans ce cas, les germes se transmettent par voie aérienne, par contact direct ou indirect

(Hygis, 1998).

32



Synthése bibliographique

1.3.3.4. Exo-infection

Cette infection est liée a des avaries techniques (stérilisation inefficace, filtre a air non
stérile, eau polluée). Les matériaux a usage médical, paramédical ou domestique utilisés
aupres des malades sont susceptibles d’étre contaminés et peuvent ainsi provoquer des

infections nosocomiales souvent épidémiques (Hygis, 1998).

1.3.4. Facteurs de risque infectieux

La survenue d’une infection nosocomiale va dépendre de nombreux facteurs (Allenet
et Lebrun, 2000 ; OMS, 2002).
1.3.4.1. Facteurs liés aux pathogénes

Ils sont caractérisés par leur virulence et leur capacit¢ a coloniser puis infecter un
individu. La quantité de micro-organismes transmis est un facteur déterminant, car il existe
une dose minimale infectante. La survenue de I’infection dépend aussi de la voie
d’inoculation et il y’a évidemment moins de risques a recevoir quelques colonies de
staphylocoques sur une peau saine qu’au cceur d’un foyer opératoire lors d’une chirurgie
prothétique.
1.3.4.2. Facteurs liés au patient

Parmi les importants facteurs personnels qui entrent en jeu dans ’acquisition de
I’infection figurent 1’age, I’état immunitaire, les maladies sous-jacentes et les interventions
diagnostiques et thérapeutiques. Aux extrémes de la vie (chez le nourrisson et la personne
agée) la résistance aux infections est amoindrie. Les patients atteints de maladies chroniques
telles que les tumeurs malignes, la leucémie, le diabéte, 1’insuffisance rénale ou le syndrome
d’immunodéficience acquise (SIDA), sont plus vulnérables aux infections opportunistes.
Celles-ci sont dues a des agents normalement inoffensifs, comme ceux qui font partie de la
flore bactérienne humaine normale, mais qui peuvent devenir pathogenes lorsque les défenses
immunitaires sont affaiblies. De méme, les médicaments immunosuppresseurs ou 1’irradiation
peuvent abaisser la résistance aux infections. Les lésions de la peau ou des muqueuses
permettent aux micro-organismes d’échapper aux mécanismes naturels de défense. Enfin, la
malnutrition constitue également un risque d’infection.

Par ailleurs, de nombreuses techniques modernes utilisées a des fins diagnostiques ou
thérapeutiques, telles que les biopsies, 1’endoscopie, la pose de cathéters, I’intubation/la
ventilation et 1’aspiration ainsi que les interventions chirurgicales, augmentent le risque

d’infection.
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1.3.4.3. Facteurs environnementaux

Les établissements de santé constituent un environnement dans lequel se trouvent
rassemblées des personnes infectées et des personnes chez lesquelles le risque d’infection est
accru. Les patients atteints d’infections ou porteurs de micro-organismes pathogenes,
lorsqu’ils sont hospitalisés, sont des sources potentielles d’infection pour les autres patients et
pour le personnel. Ceux qui contractent une infection a 1’hopital constituent a leur tour une
source d’infection.

Les hopitaux surpeuplés, les fréquents transferts de patients d’un service a 1’autre et la
concentration, dans un méme secteur, de patients hautement vulnérables a I’infection tels que
les nouveau-nés, les briilés ou les patients en unités de soins intensifs, sont des facteurs qui
contribuent au développement d’infections nosocomiales.

Les germes présents dans la flore microbienne peuvent contaminer des objets, des
dispositifs médicaux et des substances qui entrent ensuite en contact avec des sites
anatomiques vulnérables. De plus, de nouvelles infections associées a des bactéries, par
exemple des bactéries véhiculées par 1’eau (mycobactéries atypiques) et/ou a des virus ou des

parasites sont régulierement identifiées.

1.3.5. Principales infections nosocomiales

Les cinq principaux sites d’infections nosocomiales qui représentent 70% des cas sont
par ordre d’importance les infections urinaires (30 a 40%), les infections post-opératoires et
pulmonaires, les infections a localisations diverses (peau, péritoine, tube digestif...), et enfin
les bactériémies souvent induites par cathétérisme vasculaire. Ces pourcentages sont sujets a

de grandes fluctuations selon les pays et les hopitaux (Berche et al., 1991).

1.3.5.1. Infections urinaires

Les infections urinaires contractées a 1’hopital sont déclenchées dans pres de 75% des
cas par un cathétérisme des voies urinaires ou par la mise en place d’une sonde a demeure.
Dans le cas d’un cathétérisme isolé, les bactéries de 1’urétre antérieur ou celles des mains de
I’opérateur peuvent étre introduites directement dans la vessie. On estime qu’une telle
bactériurie est provoquée chez prés de 6% des personnes hospitalisées subissant un
cathétérisme isolé. Pour la mise en place des sondes a demeure, méme lorsque le geste
opératoire a été accompli rigoureusement, on estime que prés de 25% des personnes vont
présenter une infection urinaire dans les deux premiéres semaines suivant le sondage (Berche

et al., 1991).
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1.3.5.2. Infections post-opératoires
Les infections provoquées par 1’acte opératoire représentent pres de 20% des
infections nosocomiales. On distingue pour cette catégorie les infections de la plaie opératoire
(plutdt superficielle a ’origine) et les infections profondes touchant les organes. Certaines
interventions chirurgicales sont dites propres, car le risque infectieux est minimum du fait de
I’absence d’exposition avec la microflore endogeéne respiratoire et digestive (chirurgie
orthopédique, neurochirurgie, interventions pour hernies...). Dans ces cas, les infections post-
opératoires sont rares (< 2%) et liées a des germes de I’environnement transmis par les
manipulations ou I’air. En revanche, d’autres interventions exposent directement les opérés a
leur microflore digestive, respiratoire ou génitale. Le taux d’infections post-opératoires atteint
alors souvent 10 a 20% en I’absence d’antibioprophylaxie (Berche ef al., 1991 ; Ducel et al.,
2002).
1.3.5.3. Infections respiratoires
Ces infections sont surtout observées dans les unités de réanimation ou de soins

intensifs. Représentant prés de 15% des infections nosocomiales, les pneumonies
nosocomiales se distinguent des localisations précédemment citées par la forte mortalité
qu’elles entrainent. Cela est lié a plusieurs facteurs (Berche et al., 1991):
= La nature des bactéries rencontrées, dont certaines sont particuliérement résistantes aux

antibiotiques et virulentes chez ces malades ;
= La localisation pulmonaire avec nécrose hémorragique qui rend plus difficile I’expression

des défenses anti-infectieuses, et I’action bactéricide des antibiotiques dans les foyers

infectieux ;

= La grande fragilit¢ des malades chez lesquels ces infections surviennent.

1.3.5.4. Autres localisations infectieuses

De trés nombreuses autres localisations infectieuses sont possibles. On peut citer
notamment les infections du systéme nerveux central (méningites d’inoculation ou post-
opératoires, abces cérébraux), de la peau (escarres infectées, abceés sous cutanés ou
musculaires apres injections), du tubes digestif (diarrhées épidémique a salmonelles ou
Escherichia coli entéropathogeénes), des voies génitales aprés instrumentation ou interruption
de grossesse, des régions buccale et périnéale (au cours de leucémies en aplasie) (Berche et

al., 1991).
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1.3.5.5. Bactériémies nosocomiales

Les bactériémies ne représentent qu’une faible proportion des infections nosocomiales
mais possedent un taux de létalité élevé (OMS, 2002). Ces infections sont rarement
d’apparence spontanée, surtout observées chez les malades en aplasie. Le point de départ de
I’infection est probablement digestif, a la suite de 1ésions de la muqueuse digestive liées a la
chimiothérapie ou d’infections buccales ou périnéales mineures. Cependant, la plupart des
bactériémies nosocomiales sont secondaires a un foyer infectieux localis¢, en particulier
respiratoire, ou a un cathétérisme vasculaire (Berche et al., 1991).

Les cathéters sont habituellement infectés par la flore cutanée a la suite d’une
colonisation progressive provenant du site de pénétration cutanée. Il est plus rare qu’il
s’agisse d’une faute de manipulation ou de la perfusion d’un soluté contaminé au moment de
la pose du cathéter. Les risques d’infection sur cathéters sont augmentés par 1’existence d’une
affection cutanée préalable (brilure, psoriasis, dermatoses), d’ une flore cutanée opportuniste
(bacilles a Gram négatif), d’une infection a distance ou d’un état d’immunosuppression grave.
De plus, la technique de la pose et la localisation du cathéter jouent un réle important sur la

fréquence des infections (Berche et al., 1991).

1.3.6. Taux de prévalence

Les infections nosocomiales sont connues dans le monde entier et touchent aussi bien
les pays en développement que les pays développés (Tableau 3). Dans ces derniers, les
infections nosocomiales touchent 5 a 10 % des patients (OMS, 2017). La prévalence de ces
infections est de 4,5 % aux USA, 10,5 % au Canada, 6,7 % en France et 6,2 % en Belgique
(Vrijens et al., 2008 ; OMS, 2009).

Dans certains pays en développement, la proportion de patients souffrant d’une
infection nosocomiale peut dépasser 25% (OMS, 2017). La prévalence de ces infections est
de 19,1% en Albanie ; 14,0% au Brésil ; 14,8 % en Tanzanie ; 18.7% au Mali; 17,8 % en
Tunisie et 17.8% au Maroc (OMS, 2009).

En Algérie, l'enquéte de prévalence des infections nosocomiales réalisée en 1998 a
montré un taux global de prévalence de 13,7%. Selon I’enquéte réalisée par la tutelle en 2005,
le taux de prévalence des infections nosocomiales varie entre 7 et 14%. A cette occasion, le
Dr.Tarfani Youcef, sous-directeur de la prévention hospitaliére au ministére de la Santé, a
signalé que ce taux est deux fois plus important que celui enregistré en France et évalué a 7%

(Addoubiani, 2008).
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En 2012, une autre enquéte a été réalisée et qui a révélé un taux de prévalence national

variant de 12 a 15 %. Un peu plus tard, en 2013, le professeur Soukhal Abdelkrim, chef de

service au C.H.U de Beni Messous, déclare a la presse que le taux de ces infections est en état

d’aggravation, passant de 15 a 18 % (Kourta, 2013).

En 2016, selon 1’enquéte nationale de prévalence des infections associées aux soins,

les infections nosocomiales constituent un probléme de santé publique en Algérie avec un

taux de prévalence national de I’ordre de 14% (Maalem, 2016).

Tableau 3. Résumé des pathogénes les plus fréquemment isolés dans les infections

nosocomiales, selon le type d’infection et la région (Hidron et al., 2008 ; ECDC,

2010 ; Allegranzi et al., 2011 ; OMS, 2011 ; Wagenlehner et al., 2011).

Pays industrialisés

Pays en voie de développement

Europe USA
N (isolats) Pathogenes % N (isolats) ~ Pathogénes % N (isolats) Pathogénes %

Ensemble 42 247 Enterobacteriaceae  30.7% | 33 848  Staphylococcus spp 29.8% | 1269 Staphylococcus spp  32.0%
des infections Staphylococcus spp  23.1% Enterobacteriaceae 21.3% Enterobacteriaceae  27.0%
nosocomiales Pseudomonas spp 11.5% Enterococcus spp  21.1 % Pseudomonas spp 17.0%
Infections 1710  Enterobacteriaceae 63.3% | 1466  Enterobacteriaceae 68.0% | 531 Enterobacteriaceae  85.0%
urinaires Enterococcus spp 13.3% Enterococcus spp  16.0% Pseudomonas spp 6.0%

Pseudomonas spp 9.0% Pseudomonas spp 7.0% Enterococcus spp 4.0%
Infections 7025  Staphylococcus spp  43.7% | 1078 Enterobacteriaceae  44.2%
du site Non renseigné Enterobacteriaceae  35.6% Staphylococcus spp 26.5%
opératoire Enterococcus spp 11.2% Pseudomonas spp 16.7%
Infections 10538  Enterobacteriaceae  31.8% 459  Pseudomonas spp 29.0%
pulmonaires Staphylococcus spp ~ 18.7% Non renseigné Acinetobacter spp 24.0%

Pseudomonas spp 18.2% Enterobacteriaceae 21.0%
Septicémies 4315 Staphylococcus spp  39.4% | 11428  Staphylococcus spp 44.0% | 825 Staphylococcus spp 36.0%

Enterobacteriaceae  23.4% Enterococcus spp 16.0% Acinetobacter spp 18.0%

Pseudomonas spp 7.9% Enterobacteriaceae  12.4% Enterobacteriaceae 18.0%

Candida spp 11.8%
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1.3.7. Impacts

Les infections nosocomiales représentent une charge importante pour le patient
comme pour la santé publique. Elles ajoutent a I’incapacité fonctionnelle et au stress
psychologique du patient et peuvent dans certains cas conduire a des affections invalidantes
qui réduisent la qualité de vie. Ces infections contractées en milieu médical figurent parmi les
causes majeures de déces et de morbidité accrue parmi les patients (OMS, 2002). Dans les
pays développés, elles constituent 1’une de dix principales causes de mortalité. Par contre,
dans les pays en développement, on estime que ces infections constituent la troisiéme cause la
plus fréquente de la mortalité (Samou Fotso, 2005 ; Rebaudet et al., 2007) .

L’impact économique de ces infections est également non négligeable. En effet, les
colts directs associés a une durée de prise en charge plus longue, facilement évaluables et les
couts indirects, plus difficiles a estimer. Ces derniers prennent en compte le nombre de jours
non travaillés par les patients, pendant I’hospitalisation et la convalescence, ou les soins
ultérieurs qui pourraient étre nécessaires (Monnet, 2011).

Les médicaments supplémentaires, les impératifs d’isolement et la nécessité
d’examens de laboratoire et de tests diagnostiques complémentaires ajoutent également aux
couts. Les agents pathogénes responsables de ces infections peuvent se propager dans la
communauté par le biais des patients sortis de 1’hopital, des membres du personnel hospitalier
et des visiteurs. Ils risquent en cas de multirésistances, de provoquer une morbidité importante

dans la communauté (OMS, 2002).

1.3.8. Résistances aux antibiotiques

Pendant longtemps les infections nosocomiales ont été facilement maitrisables grace
notamment aux antibiotiques et aux antiseptiques. Aujourd’hui, elles posent un probléme par
leur fréquence et leur sévérité, notamment liées au développement de phénoménes de
résistances des micro-organismes. La pression de sélection, qui est a la base de I’émergence
de ces résistances, est en effet plus forte au sein des hopitaux. La prévalence des résistances
différe selon les pathogeénes (Monnet, 2011).

Chez les bactéries a Gram positif, on retrouve les Staphylococcus aureus résistants a la
méticilline (SARM), les Enterococci résistants a la vancomycine (ERV) ou encore les
Streptococcus pneumoniae non-sensibles a la pénicilline (SPNP) (ECDC, 2008). A noter
¢galement les forts taux de résistance chez Clostridium difficile (Barbut et al., 2007).

Du coté des bactéries a Gram négatif, en plus du fort taux de résistances par la

production de B-lactamase a spectre étendu (BLSE), le nombre de souches d’Escherichia coli
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résistantes aux fluoroquinolones est important et en augmentation, ce qui complique la prise
en charge des infections urinaires, causées majoritairement par ce pathogene. Les souches de
Klebsiella pneumoniae résistantes aux carbapénémes sont de plus en plus fréquentes, et
environ 1/5 des souches de Pseudomonas aeruginosa sont résistantes a au moins trois classes
d’antibiotiques (ECDC, 2008). Enfin, la bactérie Acinetobacter baumannii est ’'une des

bactéries les plus résistantes aux antibiotiques (Peleg et al., 2008).
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Objectif du travail

L’objectif principal de la présente étude consiste a 1’isolement des souches de
cyanobactéries ayant un effet antagoniste vis-a-vis de bactéries d’infections nosocomiales a
partir de certains écosystémes aquatiques algériens. Les différentes démarches entreprises
pour atteindre I’objectif fixé sont récapitulées comme suit :

» Isolement d’une large gamme de cyanobactéries a partir d’échantillons provenant de
différents écosystémes ;

» Caractérisation phénotypique et étude de la phytochimie des isolats de cyanobactéries ;

» Isolement et identification des bactéries nosocomiales a partir de patients hospitalisés ;

» Evaluation de I’activité des substances intracellulaires et extracellulaires des isolats sur
des bactéries nosocomiales ayant développé des résistances aux antibiotiques ;

» Identification moléculaire des souches de cyanobactéries ayant montré une bonne activité
antibactérienne.

Les différentes parties sont élaborées au niveau du laboratoire de recherche
Microbiologie Moléculaire, Protéomics et Santé de I’Université Djillali Liabes de Sidi Bel-
Abbes, laboratoire de recherche VALCOR (Valorisation et Conservation des Ressources
Biologiques) de I’Université M’hamed Bougara de Boumerdes, laboratoire de Microbiologie
de I’Hopital Militaire Régional Universitaire d’Oran et au niveau de la firme DIAG-GENE,
Angers, France.

IL.1. Présentation des sites de prélévement
I1.1.1. Bassin versant de I’oued Mekerra

Le bassin versant de I’oued Mekerra (latitude 34° 26" 04" N, longitude 0° 48’ 21" O)
est situ¢ au Nord-Ouest du territoire Algérien dont la grande partie du bassin existe dans la
wilaya de Sidi Bel-Abbes (Figure 9). Le bassin est limité au Nord par la chaine montagneuse
de Tessala, au Sud par les hauts plateaux de Ras El Maa, a I'Est par le plateau de T¢lagh et les
Monts de Saida et a I'Ouest par les monts de Tlemcen.

Le bassin versant de I’oued Mekerra est un sous bassin de la Mecta. Le cours d'eau
principal est ’oued Mekerra (Figure 10). Ce dernier prend son origine au sud de Ras El Maa
dans les hautes vallées de la steppe a 1250 m d'altitude. D’une longueur de 125 km et une
pente moyenne de 5,5 %, ce cours d’eau draine une superficie d’environ 3000 km?.

Le bassin d’alimentation de la Mekerra est un résultat de drainage de plusieurs petits
cours d’eau et affluents. Au Sud les oueds El Kheoua, Sekhana, El-Lellelah, Ras El Ouiden et
Farat Ezziet. Au Sud-Ouest les oueds Et-Touifza, Tadjmout et M’Zi et au Nord-Ouest les
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oueds Lemtar, Boukhenafis Anefress et Tissaf. Tous ces oueds viennent se jeter dans 1'oued
Mekerra.

Le bassin versant de 1’oued Mekerra se situe sous I’influence d’un climat
méditerranéen semi-aride qui se caractérise par un été chaud et sec, et un hiver relativement
doux et humide (Yahiaoui, 2012). Dans ce travail, I’oued Mekerra a été choisi pour sa
richesse en ¢éléments nutritifs tels que les nitrates et les phosphates qui proviennent des

activités humaines industrielles et agricoles ainsi que les rejets urbains.
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Figure 9. Situation géographique de 1’oued Mekkera (Google Maps, 2017).

Figure 10. Présentation du site de prélévement « I’oued Mekerra ».
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I1.1.2. Cascades d’El Ourit

Les cascades d’El Ourit (latitude 34° 53" 24" N, longitude 1° 19’ 12" O) sont situées
dans une zone montagneuse a 7 km de la ville de Tlemcen, elles font partie du Parc national
de Tlemcen créé en 1993 (Figure 11). Ces cascades font suite aux escarpements roses et
rouges de l’oued Mefrouch. Les gorges d’El-Ourit déversent, en aval du barrage du
Mefrouche, leurs eaux d’une hauteur d’environ 68 m, engendrant de merveilleuses chutes
(Figure 12) (Berriah, 2013). Dans la présente étude, les cascades d’El Ourit ont été choisies

en raison de la couleur de I'eau (bleu-vert) car les cyanobactéries peuvent modifier la couleur

o,

des eaux ou elles proliférent.
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Figure 11. Situation géographique des cascades d’El Ourit (Google Maps, 2017).
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Figure 12. Présentation du site de prélévement « cascades d’El Ourit ».
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I1.2. Stratégie d'échantillonnage

L’eau renfermant les cyanobactéries a été collectée a partir de deux sites différents
(I’oued Mekerra et cascades d’El Ourit) a raison de trois échantillons par site, a la fin du mois
de mai 2014. Les prélévements ont été effectués de fagon aseptique dans des flacons en verre
stériles d’un volume de 250 mL. Ces flacons sont obturés par la suite hermétiquement jusqu’a
leurs apports au laboratoire ou ils ont été bouchés dans des conditions stériles par des cocons
confectionnés a partir du coton et des gazes (permettant les échanges gazeux) pour maintenir
la biodiversité initiale.

Dés que I’échantillon est prélevé, chaque flacon est muni d’une étiquette sur laquelle
sont notés la date, I’heure, ainsi que le nom du site de prélévement ; puis transporter dans une
glaciere au frais et a ’obscurité, ce qui permet d’assurer une conservation satisfaisante. Les
analyses ont été effectuées au plus tard dans les 24 heures qui suivent les prélévements.

Les parameétres physiques des eaux (température, pH et conductivité électrique) ont été
mesurés in situ au moment du prélévement. La température (°C) a été mesurée a 1’aide d’un
thermomeétre a mercure, le pH a 1’aide d’un pH métre de terrain (HANNA HI9126) et la
conductivité électrique (uS/cm) a ’aide d’un conductimétre de terrain (HANNA HI99301) ;

ces analyses renseignent sur les conditions naturelles des isolats.

I1.3. Isolement, reconnaissance, purification et conservation des cyanobactéries

Les échantillons d’eau étudiés contiennent souvent une flore microbienne et algale
variée dont de multiples représentants incommodent 1’isolement des cyanobactéries. C’est le
cas de champignons ou des bactéries a développement rapide, en plus des autres classes du
phytoplancton. Dans ce travail, I’isolement des cyanobactéries a été¢ fait en utilisant des

milieux de culture synthétiques : BG11 et BG11y (Stanier et al., 1971 ; Rippka, 1988).

11.3.1. Préparation du milieu de culture

La préparation d’un milieu simple spécifique aux cyanobactéries (BG11) est référée a
la méthode de Stanier e al. (1971). Le milieu renferme 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 des minéraux (Annexe 1). Le milieu solide est
préparé par I’addition de I’agar pur a mesure de 1% apres 1’ajustement du pH vers 7,1.

Le milieu BG11p est un milieu dépourvu de nutriments azotés. Ce milieu est
exclusivement utilis¢ pour I’isolement des cyanobactéries hétérocystées qui, grace a leur

faculté a fixer 1’azote atmosphérique, peuvent plus facilement dominer les autres algues.
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Sa composition est identique a celle du milieu BG11 mais sans source d'azote ajoutée
(NaNO:s).
I1.3.2. Techniques d’ensemencement et conditions d’incubation

Deux méthodes ont été utilisées pour isoler les cyanobactéries a partir des échantillons
d’eau (Figure 13). La premicre est celle des suspensions-dilutions décrite par Roger et
Reynaud (1977). La technique consiste a préparer pour chaque échantillon des dilutions
décimales dans 9mL d’eau physiologique stérile allant jusqu'a 10, et étaler par la suite des
aliquotes de 0,1 mL de chaque dilution sur la surface du milieu d’isolement préalablement
coulé dans des boites de Pétri stériles. La seconde méthode est celle de filtration donnée par
Ferris et Hirsch (1991). Elle consiste a diluer des aliquotes de chaque échantillon d’eau dans
100 mL d’eau physiologique stérile, puis filtrer a travers des membranes en polycarbonate de
porosité 0,4 um, et a déposer ces dernieres sur la surface du milieu d’isolement préalablement
coulé dans des boites de Pétri stériles.

Trois répétitions pour chaque essai ont été effectuées. Afin d’éviter la déshydratation
de la gélose, et/ou une éventuelle contamination des cultures, les boites de Pétri sont
entourées de rubans de parafilm.

Les boites ont été incubées a 28 + 2°C sous une lampe de flux lumineux compris entre
3-4 Klux en fonction d’une photopériode de 16/8 heures pendant plusieurs semaines.
La prolifération des cyanobactéries n’étant pas rapide, la lecture se fait aprés 7 jours

d’incubation puis tous les jours jusqu’ a 3 a 4 semaines.

I1.3.3. Culture et repiquage (obtention de cultures unialgales)

Toutes les colonies qui apparaissent sont systématiquement observées au microscope
optique (modéle Optech Optical Technology), afin de sélectionner celles qui correspondent
micromorphologiquement aux cyanobactéries. Les colonies des cyanobactéries obtenues
subissent des repiquages successifs en se référant a Roger et Reynaud (1977). La méthode
consiste a découper les morceaux de gélose renfermant les cyanobactéries et réensemencer sur
une autre boite de Pétri aprés avoir observé les colonies ou les filaments de cyanobactéries
sous loupe binoculaire (modele Nahita). L’opération est répétée plusieurs fois jusqu’a

I’isolement de la colonie (Figure 13).
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Figure 13. Protocole expérimental de I’isolement des cyanobactéries a partir de

I’échantillon d’eau.
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11.3.4. Essai de purification de la culture unialgale

La purification des cyanobactéries est une procédure délicate, longue et trés difficile
comparée a celle des autres souches bactériennes.

La méthode suivie est celle de dilution par observation a la loupe binoculaire, décrite
par Amarouche-Yala (2015). Elle consiste a inoculer un filament ou une colonie, prélevé
d’une culture sur BG11, dans une série de trois tubes contenant 20 mL du milieu BG11. Le
dernier tube a servi a la culture finale de purification qui est ensuite remis en culture solide.

Afin d’inhiber la croissance des champignons, le milieu de culture est additionné de

I’actidione (cycloheximide) a 75 pg/mL (Rippka, 1988).

I1.3.5. Conservation
Les cyanobactéries sont conservées dans du milieu BG11 liquide et repiquées toutes

les 4-6 semaines, sous les mémes conditions d’incubation décrites antérieurement.

I1.4. Identification des isolats de cyanobactéries

L’identification a été essentiellement basée sur 1’étude morphologique comprenant
I’examen macroscopique et microscopique des colonies isolées.
I1.4.1. Examen macroscopique

L’aspect des colonies est tres variable selon les especes (Roger, 2006) :

o Les formes coloniales : généralement, elles donnent des colonies vertes, irrégulicres,
plates avec une croissance planaire le long de la surface d’agar et n’ayant pas de forme
définissable.

o Les formes filamenteuses : les filaments sont réguliers avec une croissance aléatoire,
planaire le long de la surface d’agar ou creuse, enfoncée dans 1’agar. La couleur des
filamenteuses varie entre le vert et le brun marron.

I1.4.2. Examen microscopique

Deux examens sont réalisés, ['un direct entre lame et lamelle et 1’autre indirect aprés
coloration de Gram.

o Examen microscopique aprés coloration de Gram : la technique classique de la
coloration de Gram est réalisée pour I’ensemble des isolats de cyanobactéries.

o Examen direct a 1'état frais: ’examen microscopique a I'état frais des isolats de
cyanobactéries est réalisé entre lame et lamelle par l'observation sous microscope optique
a I’objectif 40 et 100. Les critéres retenus sont ceux donnés par Bourrelly (1985),
Komarek et Anagnostidis (1986, 1989, 1998, 2005), et Anagnostidis et Komarek
(1988, 1990) :

46



Matériel et méthodes

= L’organisation cellulaire (filamenteuse, coloniale, cellule isolée) et sa forme;

= Les types cellulaires rencontrés (cellules végétatives, hétérocytes, akinétes), leur forme
(sphérique, cylindrique, ellipsoidale...) et leur position;

= Les dimensions des cellules et leur contenu (vacuoles a gaz, granules...) ;

= La présence ou I’absence d’une gaine et ses caractéristiques (couleur, visibilité...) ;

= Laprésence ou I’absence de vraies ou de fausses ramifications ;

= Modes de reproduction (fragmentation, hormogonie mobile ou non, nécridies...).

A T’aide d’un microscope Carl Zeiss model (Axiostar plus) doté¢ d’une caméra uEye32
numérique (Annexe 2), des photos et des mensurations des différents isolats identifiés ont été
prises.

IL.S. Estimation des pigments photosynthétiques
IL1.5.1. Dosage de la chlorophylle a

Le protocole du dosage de la chlorophylle a est celui préconisé par Vishwanath et
Rajashekhar (2015). Il est basé principalement sur I’extraction et la dissolution du pigment
photosynthétique représenté par la chlorophylle a dans un solvant approprié (acétone a 90%).

Pour cela, un volume de chaque culture de cyanobactéries sur milieu BG11 a été
prélevé puis centrifugé (Centrifugeuse Hettich Rotina 380) 4000xg pendant 5min. Pour
chaque isolat, la biomasse récoltée a été¢ lavée avec de 1’eau distillée stérile puis additionnée a
10 mL de I’acétone 90%. Le mélange a été homogénéisé puis conservé a 1’obscurité pendant
24h au réfrigérateur, de facon a permettre 1’extraction de la chlorophylle.

L’extrait a été centrifugé et la chlorophylle a ét¢ mesurée dans le surnageant au
spectrophotomeétre (modele Optizen 2120 UV) a 664, 647 et 630 nm. La concentration en
pg/mL de la chlorophylle a est estimée par 1'équation donnée par Jeffrey et Humphrey
(1975) :

[Chlo — a](pg/mL) = (11,85.4664) — (1,54.A647) — (0,08. A630)

A : Absorbance.

I1.5.2. Dosage des phycobiliprotéines

Les phycobiliprotéines ont été isolés selon la méthode de Boussiba et Richmond
(1979). Un volume de 10 mL de chaque culture de cyanobactéries sur milieu BG11 a été
prélevé puis centrifugé (Centrifugeuse Hettich Rotina 380). Pour chaque isolat, la biomasse

récoltée a été lavée avec de 1’eau distillée stérile puis additionnée a 2 mL de solution tampon
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phosphate 0.05M (pH=6.8) (Annexe 3). Le mélange a été homogénéis¢ puis congelé a -20°C
et décongelé a température ambiante de manicre répétitive.

L’extrait a été centrifugé et ’absorbance du surnageant a ¢té¢ mesurée a des longueurs
d’ondes de 562, 615 et 652 nm pour la phycoérythrine (PE), la C-phycocyanine (C-PC) et
I’allophycocyanine (APC) respectivement. Les concentrations en phycobiliprotéines (mg/mL)

ont été déterminées selon les équations suivantes (Bennett et Bogorad, 1973) :

A615 — (0,474.4652)

[C — PC](mg/mL) = S 34

A652 — (0,208.4615)
5,09

[APC](mg/mL) =

A562 — (2,41 [C — PC]) — (0,849 [APC])
9,62

[PE](mg/mL) =
A: Absorbance.

I1.6. Screening phytochimique

La phytochimie qualitative, basée sur des réactions colorées ou de précipitation par
des réactifs chimiques spécifiques, a été réalisée sur les extraits obtenus a partir de la poudre
de chaque isolat de cyanobactérie afin d’établir la présence ou I’absence de métabolites
secondaires dans les isolats. Pour cela, un volume de chaque culture de cyanobactéries sur
milieu BG11 a été prélevé puis centrifugé (Centrifugeuse Hettich Rotina 380). Pour chaque
i1solat, la biomasse récoltée a été lavée avec de ’eau distillée stérile, séchée a 1’air libre et a
I’abri de la lumiére et de I’humidité pendant quelques jours, puis broyée en poudre tres fine.
Le protocole adopté pour obtenir I’extrait est celui de El Semary et Abd El Naby (2010),
qui consiste @ macérer 0.1g de poudre dans 5 mL d’éthanol 80% a 4°C pendant 48h puis

filtrer sur papier filtre. L extrait récupéré est conservé pour procéder aux essais.

I1.6.1. Test des tannins (Claus, 1956)

Les tanins sont mis en évidence a partir de 2 mL de l'extrait placé dans un tube en
présence de 2 mL de ’eau distillée suivie d’une filtration. Un test positif se traduit par le
développement d’une couleur verte jaunatre apres 1’ajout de 1 mL de chlorure ferrique (FeCls)

a 5% au filtrat.

48



Matériel et méthodes

11.6.2. Test des flavonoides (Scholz et Liebezeit, 2006)

La révélation des flavonoides est basée sur le développement d’une couleur rose dans
1 a 2 min apres 1’ajout d’un petit morceau de ruban de magnésium et quelques gouttes de Hel
concentré a I’extrait.

I1.6.3. Test des alcaloides (Sanjeet et al., 2010)

Ces meétabolites sont révélés par I’apparition d’un précipité brun rougeatre apres
I’ajout de quelques gouttes du réactif de Wagner (Annexe 3) a I’extrait.

11.6.4. Test des terpénoides (Sanjeet ez al., 2010)

Pour la détection des terpénoides, 1 mL de D’extrait est trait¢é avec 400uL de
chloroforme, puis quelques gouttes de ’acide sulfurique concentré sont ajoutées. Un test
positif se traduit par I’apparition d’une interface brune-rougeatre.

I1.6.5. Test des stéroides (Sanjeet et al., 2010)

Pour ce test, 100uLl. de I’extrait sont traités avec 400ul. d’anhydride acétique, puis
quelques gouttes de I’acide sulfurique concentré sont ajoutées. La formation d’un cycle brun
indique la présence des stéroides.

I1.6.6. Test des saponosides (Scholz et Liebezeit, 2006)

Pour la détection des saponosides, ImL de I’eau distillée est ajouté a 2 mL de 1’extrait.

Le mélange est filtré et le filtrat est vigoureusement secoué. Un test positif se traduit par le

développement d’une mousse stable pendant 30 min.

I1.7. Diagnostic bactériologique des infections nosocomiales

Le diagnostic bactériologique repose principalement sur 1’isolement de [’agent
pathogéne responsable et son identification. Les souches bactériennes d’infections
nosocomiales sont isolées des patients hospitalisés au niveau de I’Hopital Militaire Régional
Universitaire d’Oran dans différents services (Tableau 4). Tous les malades hospitalisés
pendant plus de 48 heures ont été inclus dans cette étude. La collecte des souches s’est

étendue sur environ 03 mois (de décembre 2014 a février 2015).
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Tableau 4. Origines des prélévements.

N° Nature de prélevement Service
1013 PDP (Prélévement Distal Protégé) Réanimation
4127 Urine Médecine interne

200 Urine Infectiologie

105 PDP (Prélévement Distal Protégé) Réanimation

385 Sang Réanimation
328 Urine Rééducation
84 Pus (Site cutané superficiel) M¢édecine interne
455 Urine Réanimation
537 Sonde urinaire Urgence
190 PDP (Prélévement Distal Protégé) Réanimation
362 PDP (Prélévement Distal Protégé) Réanimation
496 Urine Rééducation
499 Urine Médecine interne
920 Pus Urgence
222 Aspiration bronchique Réanimation
2104 Urine Hémodialyse
2195 Urine Médecine interne
377 Sang Urgence

2544 Urine Urgence

11.7.1. Isolement des souches bactériennes

Tous les préleévements sont réalisés a des fins diagnostiques. Pour chaque site, la

nature de I’examen réalis¢ est indiquée entre parenthéses. Les sites sont les suivants :

>

>
>
>

Le sang (hémoculture).

L’urine (examen cytobactériologique des urines).

La sonde urinaire (analyse bactériologique apres ablation de la sonde).

Le site broncho-pulmonaire (examen cytobactériologique des sécrétions broncho-

pulmonaires).

Le pus (examen cytobactériologique des pus).

Vue la diversité des échantillons, la mise en culture nécessite 1'utilisation de milieux

spécifiques et l'incubation dans différentes atmospheres (aérobie, anaérobie COz2) : gélose au
sang cuit sous CO2, gélose au sang frais, Hektoen et gélose nutritive. L’incubation a été faite a

37°C pendant 24h.
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I1.7.2. Identification des souches isolées
L’identification des souches isolées a été faite en trois étapes :
» Analyse des caractéres macroscopiques;
» Analyse des caractéres microscopiques (coloration de Gram, forme des germes) ;
» Analyse des caractéres biochimiques (API 20 E, API 20 NE, réactif appropri¢).

Les résultats ont été confirmés par MicroScan WalkAway System (Siemens).

I1.7.2.1. Identification morphologique
I1.7.2.1.1. Aspect macroscopique

Les caractéres recherchés sont: I’aspect des colonies (grandes, petites, plates,
concaves, muqueuses...), ’hémolyse sur la gélose et 1’acidification des sucres pour les
entérobactéries.
11.7.2.1.2. Aspect microscopique

L’aspect microscopique des bactéries a été révélé par le biais de la coloration de Gram.
Cette derni¢re permet de différencier la paroi bactérienne et de scinder les bactéries en
« Gram positif » et « Gram négatif ». La coloration de Gram a ¢été réalisée par un automate
PREVI® COLOR GRAM dont le principe est le méme de celui de la coloration de Gram
manuelle ; ’observation est faite sous microscope Gx100, a pleine lumiére. Les bactéries dites
« Gram négatif » apparaissent roses tandis que les bactéries dites « Gram positif » sont

colorées en bleu foncé/violet.

11.7.2.2. Identification biochimique
I1.7.2.2.1. Recherche de la catalase

La catalase (Ferroporphyrine de poids moléculaire élevé) a la propriété de décomposer
I’eau oxygénée avec dégagement d’oxygene. C’est I’action directe de I’enzyme qui est mise
en évidence dans la masse bactérienne (Garnier et Denis, 2007). Ainsi, une goutte d’eau
oxygénée (H202) est déposée sur une lame propre et séche, et a I’aide d’une pipette Pasteur,
une colonie bien distincte prélevée d’une culture jeune de 24h est plongée dans la goutte

d’H20z. Le dégagement immédiat de bulles d’oxygene exprime la présence d’une catalase.

11.7.2.2.2. Recherche de I’oxydase

Le test de I’oxydase est bas¢ sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase
intracellulaire. En présence d’oxygeéne atmosphérique et de cytochrome C, cette enzyme
oxyde le réactif phénylénediamine, pour former un composé coloré en violet, 1’indophénol
(Delarras, 2014). Pour cela, une goutte de la solution N-diméthyl paraphénylene diamine est

déposée sur un papier filtre, puis une colonie bactérienne est étalée sur le méme papier.

51



Matériel et méthodes

Apres 30 secondes, I’apparition d’une couleur bleu violacée indique la présence de
I’oxydase.
11.7.2.2.3. Identification par galeries biochimiques
Le systéme API® BioMérieux (Appareillage et Procédé d’Identification) a été utilisé
pour cette étude. Ce systéme est une version miniaturisée et standardisée des techniques
biochimiques conventionnelles pour 1’identification des bactéries. Les galeries utilisées sont
API 20 E et AP1 20 NE. Le test consiste a :
= Préparer une suspension bactérienne ayant une concentration de 0,5 Mc Farland a partir
d’une culture pure de 18 a 24h ;
=  Déposer soigneusement quelques gouttes de la suspension bactérienne dans chaque cupule
a I’aide d’une seringue stérile ;
= Ajouter de I’huile de vaseline dans les cupules 1a ou les noms des tests sont soulignés,
et remplir jusqu’au bout celles dont les noms sont encadrés avec la suspension
bactérienne ;
= Incuber les galeries pendant 24h a 30°C pour les non-entérobactéries et a 37 °C pour les
entérobactéries.
Les réactions se traduisent par le changement de couleur spontané ou par I’addition des
réactifs spécifiques. La lecture de ces réactions se fait a l'aide du tableau de lecture

et I'identification est obtenue a l'aide du Catalogue Analytique.

I1.7.2.3. Tests spécifiques
11.7.2.3.1. Recherche de la coagulase (la staphylocoagulase)

La propriété de Staphylococcus aureus de provoquer la coagulation d’un plasma
recueilli sur anticoagulant est un critére important de son identification. Elle est due a la
sécrétion d’une enzyme thermostable ; la staphylocoagulase ou coagulase. La

staphylocoagulase agit en liaison avec la prothrombine et en absence de calcium.

Coagulase
Pmlhmmbine_l_. Thrombine (ou complexe Coagulase-thrombine)
Fibrinogéne +H30—l—» Fibrine + Peptidle — Polymérisation en caillot
Parmi les Staphylococcus, pratiquement seul S. aureus la posséde, certaines souches

de S. aureus peuvent en étre dépourvues (10 a 15 % en milieu hospitalier), la perte de la

coagulase étant souvent reliée a un traitement antibiotique. Dans I’organisme, 1’action de la
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coagulase est a I’origine de microcaillots de fibrine a I'intérieur des quels les bactéries

peuvent proliférer a I’abri des défenses de 1’organisme (Joffin et Leyral, 2001). Pour la

détection de cette coagulase, le test consiste a :

= Ajouter dans un tube a hémolyse 0.5 mL de plasma de lapin oxalaté et une a deux colonies
de Staphylocoques ;

= Placer le mélange a I’étuve a 37°C et incuber pendant 24h.

Un test positif se traduit par la formation d’un coagulum.

11.7.2.3.2. Test d’agglutination pour I’identification de Staphylococcus aureus

Staphaurex plus est un test rapide d’agglutination latex pour 1’identification des
staphylocoques possédant le facteur d’agglutination (la protéine A ou les antigénes de
surface) spécifiques du S.aureus. Ainsi leur identification repose sur :
= Lamise d’une goutte du réactif Staphaurex sur une plaque d’agglutination ;
= Le prélévement d’une a deux colonies de la culture bactérienne ;
= L’émulsion des colonies pendant 10 secondes.

La présence du S.aureus se manifeste par une réaction d’agglutination.

I1.7.3. Etude de la sensibilité des souches bactériennes aux antibiotiques
(Antibiogramme).
L'antibiogramme est 1'examen biologique destiné a mesurer 1'interaction entre chacune
des molécules antibactériennes utilisables et une souche bactérienne susceptible d'étre
pathogene, isolée d'un patient. Le résultat contribue a évaluer la sensibilité de la souche
bactérienne examinée ou sa résistance, ce qui signifie que la molécule sera probablement
active au sens thérapeutique ou le traitement sera un échec (Scavizzi et al., 2000).
Ainsi, pour chaque souche isolée un antibiogramme est réalis¢ par la méthode de
diffusion en milieu gélos¢é Mueller-Hinton, selon la technique de [’écouvillonnage,
recommandée par le Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011) qui consiste a :
= Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (inoculum a 0,5 Mc Farland
de turbiditg) ;

= L'essorer en le pressant fermement sur la paroi interne du tube pour le décharger ;

= Frotter 1'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche de haut en bas, en stries
serrées ;

=  Répéter l'opération trois fois en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme ;

= Recharger I'écouvillon pour chaque boite de Pétri ;
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= Déposer les disques d’antibiotiques a tester ;

= Incuber les boites a 37°C pendant 18 a 24h.

Au total 23 antibiotiques ont été testés : ampicilline (10ug), pénicilline (6pg), amoxycilline /
acide clavulanique (20/10ug), oxacilline (01pg), ticarcilline (75pg), ticarcilline / acide
clavulanique (75/10pg), pipéracilline (100ug), imipénéme (10pg), aztreonam (30ug),
céfazoline (30pg), céfotaxime (30ng), ceftazidime (30pg), céfoxitine (30ug), amikacine
(30png), gentamicine (10ug), tobramycine (10ng), Triméthoprime / Sulfaméthoxazole
(23/75ng), ciprofloxacine (5 pg), tétracycline (30 pg), colistine (10 pg), vancomycine (30 pg),
rifampicine (30 pg) et fosfomycine (50 pg). Les résultats sont exprimés en mm apres lecture

des diametres des zones d'inhibition, et sont interprétés en se référant aux normes (CLSI).

I1.7.3.1. Test de synergie

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) constituent un groupe d'enzymes qui ont la
propriété commune de conférer la résistance aux pénicillines, a la 1, 25M et 3™ génération
de céphalosporines, a 1’aztréonam (mais non aux céphamycines et carbapenémes) par
hydrolyse de ces antibiotiques, et qui sont inhibées par les inhibiteurs des [-lactamases tel
I’acide clavulanique (Bush ez al., 1995). Le dépistage systématique des souches productrices
de BLSE a été assuré par le test de synergie. Ce dernier consiste a rechercher une image de
synergie entre un disque d’antibiotique contenant un inhibiteur de -lactamases et un disque
de céphalosporine de troisiéme génération (ceftazidime, céfotaxime) ou un monobactam
(aztréonam). L’image de synergie dite en bouchon de champagne est caractéristique de la
présence de BLSE (Sekhri-Arafa, 2011).

Selon la technique du (CLSI) de I’antibiogramme, un inoculum est préparé a partir
d’une culture jeune de 18h des souches d’entérobactéries isolées. La gélose Mueller-Hinton
est ensemencée selon la méthode préconisée par (CLSI), puis deux disques, I’un contenant
I’association amoxicilline/acide clavulanique (AMC) et I’autre céfotaxime (CTX), sont placés
a une distance de 3 cm entre le centre des disques sur les boites de Pétri. Ces dernicres sont
incubées pendant 18h a 37°C. La production des enzymes BLSE par les souches

d’entérobactéries se traduit par l'apparition d'une image de synergie ou bouchon de

champagne entre les disques d'AMC et CTX.

11.7.3.2. Détection de la résistance des Staphylococcus aureus a 1a méticilline
Une souche est dite résistante a la méticilline, plus communément appel¢ SARM,

lorsqu’elle présente une résistance aux pénicillines du groupe M, et par extension a toutes les

B-lactamines (CASFM, 2010).
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La détection de la résistance des S. aureus a la méticilline a été faite par la méthode de
diffusion du disque de céfoxitine (30 pg) donnée par Elhamzaoui et al. (2009). Cette dernic¢re
repose sur ’étude de la sensibilit¢é a la céfoxitine dans les conditions usuelles de
I’antibiogramme par diffusion (gélose Mueller-Hinton sans complément). Dans ces
conditions, toute souche « sensible » a la céfoxitine (diamétre >27mm) doit étre classée
« SASM », alors que toute souche présentant un diamétre inférieur a 27mm (souche non

sensible) doit étre considérée comme « SARM ».

I1.7.4. Confirmation des résultats par MicroScan WalkAway
L’automate WalkAway de Siemens permet d’identifier de maniére globale des germes
courants, et de réaliser leurs antibiogrammes en milieu liquide. Cet appareillage utilise des
plaques MicroScan conventionnelles renfermant des puits. Chaque puits contient un substrat
spécifique déshydraté. Cet appareillage est doté de systéme expert indispensable pour une
lecture interprétative des résultats car fondé sur des bases de données intégrantes les
phénotypes et les mécanismes de résistance (Figure 14). Les étapes a suivre sont :
= Imprimer les codes-barres uniques (n° d’identification du patient + n°® d’échantillon + type
de plaque utilisé) ;
=  Préparer I’inoculum a I’aide d’un systéme d’inoculation Prompt griace a une pointe
calibrée, afin de standardiser I’inoculum rapidement (5x10° CFU/mL : concentration
validée pour I'utilisation avec les plaques conventionnelles) ;
= Inoculer et réhydrater les plaques MicroScan conventionnelles a 1’aide d’un systéme
Renok ;

= Incuber les plaques dans I’automate et les résultats sont donnés par le logiciel LabPro.
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Figure 14. Test d’identification des souches bactériennes nosocomiales.
A) Plaque conventionnelle PC31 (Entérobctéries),; B) Automate MicroScan
WalkAway de Siemens.

I1.8. Etude des propriétés antagonistes des isolats de cyanobactéries
I1.8.1. Préparation des précultures

Des tubes contenant 3 mL de milieu de culture BG11 stérile sans agar ont été préparés
puis ensemencés avec un inoculum provenant des boites de cyanobactéries en pleine
croissance. Aprés 7 a 9 jours d’incubation a 28 + 2°C sous une lampe de flux lumineux
compris entre 3- 4 Klux en fonction d’une photopériode de 16/8 heure avec agitation manuelle
plusieurs fois par semaine, ces cultures ont servi de pré-cultures pour ensemencer des

volumes plus importants.

11.8.2. Culture en batch

Des Erlenmeyers (de 500 mL) contenant chacun 250 mL de milieu de culture BG11
ont été ensemencés avec la pré-culture et incubés pendant 4 a 6 semaines dans les mémes
conditions d’incubation des précultures.

Aprées incubation, la culture de chaque isolat est centrifugée (centrifugeuse SIGMA 3-
16KL) a 5000xg pendant 15 min. Le surnageant obtenu est récupéré dans un flacon en verre
stérile. Alors que la biomasse est lavée trois fois avec de 1’eau distillée stérile, séchée a 1’air
libre et a 1’abri de la lumicre et de ’humidité pendant quelques jours, puis broyée en poudre

trés fine ou bien lyophilisée (lyophilisateur Fisher Bioblock ALPHA 1-2 LD) (Figure 15).
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Figure 15. Schéma explicatif des étapes de préparation de la poudre des isolats de

cyanobactéries.

I1.8.3. Extraction des métabolites bioactifs

Les métabolites bioactifs produits par les isolats de cyanobactéries peuvent Etre
présents au niveau du surnageant de culture ou a I’intérieur de la biomasse. L’extraction des
métabolites intracellulaires et extracellulaires a été faite suivant le protocole de Tuyet (2010)

avec quelques modifications.

57



Matériel et méthodes

I1.8.3.1. Extraction a partir de la biomasse (métabolites intracellulaires)

Pour chaque isolat, deux macérations ont été effectuées afin d’extraire les métabolites
intracellulaires :

o Premiére macération : dans un Erlenmeyer, 0.5g de la poudre de la biomasse a été
macérée dans 25 mL de méthanol. Une homogénéisation par ultrasons (modele Bandelin
Sonorex) pendant 7 minutes suivie d’une agitation magnétique a température ambiante
pendant 24h permet d’extraire les métabolites intracellulaires. L’extrait a été séparé du
résidu de la biomasse par filtration puis concentré sous vide a 40°C en utilisant un
évaporateur rotatif (modele Stuart RE300DB).

o Deuxiéme macération : le résidu de la biomasse obtenu de la premiére macération a été
séché a température ambiante afin de subir une autre macération dans 25 mL d’eau
distillée. L’ extrait a été séparé du résidu de la biomasse par filtration puis séché a 1’étuve
(modeéle Memmert) a 40°C.

Les extraits secs sont récupérés dans un minimum de DMSO pour les tester et les
rendements des extractions sont calculés avec la formule suivante (Pharmacopée

européenne, 2005) :
R% = (m-mo) x 100/M;

Avec :

R : rendement exprimé en %.

m : masse du ballon apres évaporation.
my : masse du ballon vide.

M : masse totale de la poudre utilisée dans 1’extraction.

11.8.3.2. Extraction a partir du surnageant (métabolites extracellulaires)

Pour chaque isolat, un volume de 75 mL de surnageant a ét¢ mélangé avec un volume
¢égal d’acétate d’éthyle puis agités pendant 24h. La phase organique a été séparée de la phase
aqueuse dans une ampoule a décanter puis filtrée par passage a travers un entonnoir contenant
un papier filtre (Whatman n°1) et 2 g de sulfate de sodium anhydre afin d’éliminer tous les
contaminants hydrophiles. Enfin, I’extrait a ét¢ concentré a sec puis récupéré dans un

minimum de DMSO.

11.8.3.3. Dosage des polyphénols totaux
Les polyphénols sont déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-

Ciocalteu (Kahkonen et al., 1999). Ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange
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d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040). Le
principe de la méthode repose sur 1’oxydation des polyphénols, entrainant la réduction du
réactif Folin-Cioclateu en un complexe de couleur bleue constitué¢ d’oxyde de tungstene et de
molybdene. L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques
oxydés (Boizot et Charpentier, 2006).

Le test consiste a ajouter un volume de 200 puL de chaque extrait a 1 ml de réactif de
Folin-Ciocalteu (1:10 v/v). Aprés 4 minutes, 800 pL de carbonate de sodium (7,5 %) sont
additionnés au mélange puis incubés a 1’abri de la lumiere pendant 30 minutes. La lecture est
réalisée a une longueur d’onde de 765 nm, et la quantité en composés phénoliques totaux est
exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme de maticre algale seche

(mg EAG/g MS), en se référant a une courbe étalon établie avec I’acide gallique.

11.8.4. Pouvoir antibactérien des extraits

L’évaluation de I’activité antimicrobienne est effectu¢e par diffusion sur gélose selon
(CLSI, 2001) cité par Celiktas et al. (2007). Le principe de la méthode repose sur la diffusion
du composé antimicrobien dans le milieu solide. Les extraits obtenus, a partir des biomasses
et des surnageants de cultures, ont été testés contre les souches bactériennes d’infections
nosocomiales isolées et identifiées précédemment. La méthode utilisée est celle des disques
en papier.
11.8.4.1. Revivification des souches bactériennes

La revivification des souches bactériennes a pour objectif I’obtention d’une culture
pure et jeune. Elle est réalisée par la méthode des stries (quatre cadrans) sur des boites de
Pétri contenant le milieu gélose nutritif solide. Les souches sont alors revivifiées a partir des

tubes de conservation, et les cultures sont incubées a 1’é¢tuve a 37°C pendant 24h.

11.8.4.2. Préparation de I’inoculum
Pour chaque souche bactérienne un inoculum a été préparé par raclage de quelques
colonies bien isolées d’une culture de 24h mises en suspension dans de 1’eau physiologique

stérile de telle maniere a obtenir une turbidité équivalente a 0,5 Mc Farland.

11.8.4.3. Préparation des disques

Des disques de papier stériles de 6 mm de diametre recoivent 10 uL de chaque extrait
et des disques témoins recoivent 10 uL de DMSO. Aprés séchage a température ambiante les
disques ont ¢été déposés sur les boites de Pétri contenant le milieu Mueller-Hinton
préalablement ensemencé par écouvillonnage avec les suspensions bactériennes. Avant

I’incubation a 37°C, les boites sont laissées 2h a +4°C pour permettre une pré-diffusion des
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substances bioactives. La lecture des résultats est réalisée aprés 24h en mesurant le diameétre
d’inhibition.
I1.9. Identification moléculaire

L’identification moléculaire a été effectuée pour deux isolats de cyanobactéries
présentant un potentiel antibactérien intéressant. La détermination génétique de 1’espéce se
base sur I’é¢tude des genes des ARN ribosomiques notamment le géne de I’ARNr 16S. Cette
séquence d’ADN trés conservée au sein des especes (plus de 99%) donne un degré de
similitude entre deux organismes indiquant ainsi leur parenté relative. La procédure consiste a
amplifier le géne, en présence d’'une amorce reconnaissant la région sur I’ADN, qui par la
suite est séquence. Les séquences sont comparées avec des bases de données de séquences de
nucléotides déja connues existant dans des banques internationales de données telles que
EMBL (European Molecular Biology Laboratory) et GenBank (NCBI : National Center for

Biotechnology Information).

I1.9.1. Extraction de ’ADN génomique

Les extractions d’ADN génomiques, a partir des souches de cyanobactéries, ont été
réalisées a ’aide du kit DNeasy Mini Plant de Qiagen (France). Ce kit combine deux types
différents de lyses cellulaires, une lyse mécanique par broyage et une lyse enzymatique. Le kit
en question renferme :

= (Colonne QIAshredder.

= Colonne DNeasy.

= Tubes de collecte, stériles de 2 mL.

= Solutions tampons en nombre de cinq: AP1 ; AP2 ; AP3/E ; AW et AE.

= Solution de RNase A.

L’extraction de I’ADN a I’aide du kit DNeasy Mini Plant de Qiagen passe par les

¢tapes suivantes (Figure 16):

a. Lyse cellulaire qui consiste a broyer la biomasse des cyanobactéries en poudre fine a
I’aide d’un mortier en présence d’azote liquide. A 20 mg du poids sec, sont ajoutés
400 pL de tampon AP1 et 4 pL. de RNase A (100mg/mL), puis vortexer vigoureusement
et incuber le mélange 10 min a 65°C.

b. Séparation des débris cellulaire par ’ajout au lysat de 130 uL de tampon AP2, suivi
d’une incubation pendant Smin sur la glace (cette étape permet de précipiter le détergent,
les protéines et les polysaccharides). Le lysat est ensuite déposé dans la colonne

QIAshredder placée dans un tube collecteur de 2 mL, puis centrifugée pendant 2 min a
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vitesse maximale. L’effluent obtenu est transféré dans un nouveau tube, sans entrainer le
culot de débris cellulaires.

c. Fixation de I'ADN sur la colonne DNeasy en ajoutant 1,5 volumes de tampon AP3/E au
lysat clarifié¢ tout en mélangeant en pipetant. Cette action est suivie par un dépdt de
650 pL du mélange obtenu dans la colonne DNeasy placée dans un tube collecteur de
2 mL, et une centrifugation pendant 1 min a 6000xg. A la fin de cette étape 1’effluent est
¢liminé.

d. Lavage de I’ADN par 500 pL de tampon AW, suivi d’une centrifugation pendant 1min a
6000xg. Un deuxiéme lavage de I’ADN est réalisé par 500 uLL de tampon AW suivi d’une
centrifugation pendant 2 min a vitesse maximale afin de sécher la membrane.

e. Elution de PADN est assurée par le transfert de la colonne DNeasy dans un tube
collecteur de 2 mL et le dépot au centre de la membrane de 100 pL de tampon AE
préchauffé a 65°C, suivie par une incubation du mélange pendant 5 min a température
ambiante, puis une centrifugation pendant 1 min a 6000xg (cette étape permet d’entrainer

tout I’ADN au fond du tube).

R . <=
- Incuber 10 min a =7 Incuber 5 min ﬁ :‘

65°C sur la glace ﬂ

Brover la biomasse 400 L de tampon AP1 .
des cyanobactéries +4pL de RNase A + 130 pL de Déposer le lysat dans ’lﬁ
tampon AP2 colonne QIAshredder placée
dans un tube collecteur de 2mL
Centrifuger 2min a
Lyse cellulaire vitesse maximale

ADN
2
El Transférer I"effluent obtenu (ADN)
= ADN dans un nouveau tube
= ) % s )
= .,C.mt.nﬁ.lga Centrifuger = Centrifuger £ {/
= 2min a vitesse 1min a 6000 - i - i £ f
5 P min a xg — 1min a 6000xg E H \ rli/
z g i l
= Jeter 'effluent E Jeterl effitent E Jeter 'effluent 3 . ot
5| 6000xg “— Tube
a + 500 pL de
= +500uL de 3 >
E +100 uL de ‘ramporl AW tampon AW Déposer 650 pL du <’ )
tz?mpon A,E 2me L avage de Lavage de PADN mélange obtenufdans Ajouter 1,5 \;olumes de
Flution de PADN = la colonne DNeasy tampon AP3/E au lysat
PADN placée dans un tube  clarifié etmélanger en pipetant

collecteur

Figure 16. Schéma récapitulatif des étapes de I’extraction de I’ADN total a partir des
cyanobactéries a 1’aide du kit DNeasy Mini Plant de Qiagen (France).
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11.9.2. Amplification du géne de 16S rRNA
Le fragment de 'ADN, codant la région 16S rRNA est amplifié par la technique de la
PCR (Polymerase Chain Reaction).

11.9.2.1. Préparation du Master mix PCR

Dans le but d’amplifier les génes codant la sous unit¢ 16S rRNA, des amorces
universelles spécifiques pour le régne bactérien synthétisées par Eurofins Genomics, (France)
sont utilisées. L’amorce du brin matrice est 27F (5' -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3') et
I’amorce du brin complémentaire est 1492R reverse primer
(5' -GGTTACCTTGTTACGACTT- 3'). Le master mix d’une réaction PCR d’un volume final
de 25 pL est constitué de :
= Tampon Taq: 5 pL
= MgCl: 1,5 uL
* Les Désoxyribonucléotides : 0,2 uL
= L’amorce F: 1,25 uL
= [’amorce R : 1,25 pL
» La Taq polymérase : 0.2 pL
= [’ADN aanalyser : 4 pL
» H2O (eau ultra pure stérile) qsp 25 pL (volume final par échantillon).

11.9.2.2. Programmation du thermocycleur

La PCR est réalisée par I’utilisation d’un thermocycleur de type Icycler de Biorad
(Biorad, USA) selon le profil suivant: un cycle de dénaturation initiale a 95°C pendant
5 minutes, suivi par 35 cycles comportant 30 secondes de dénaturation a 95°C, 30 secondes
d’hybridation a 58°C et 45 secondes d’¢longation a 72°C. A la fin du dernier cycle, une

incubation de 7 minutes a 72°C permet d achever la synthése de I’ADN en cours.

11.9.3. Electrophorése et purification des produits de la PCR

L’¢lectrophorese fournit des informations nécessaires, notamment le poids moléculaire
du geéne amplifié grace a la comparaison avec des marqueurs de taille. Pour cela, une
concentration de 1,5% (poids/volume) du gel d’agarose est préparée dans un volume final
de 100 mL. L’ajout de quelques gouttes de bromure d’éthidium (BET) avant la solidification
du gel d’agarose a une température ambiante, permet la révélation des acides nucléiques a
travers son intercalation entre les bases d’ADN, visualisé par les rayonnements ultra violettes.
Le peigne est inséré dans le gel d’agarose avant sa solidification afin des créer les puits, qui

vont étre utilisés pour accueillir les amplifias d’ADN. Le gel d’agarose est immergé dans la
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cuvette contenant le liquide de migration (Tris/Acétate/EDTA), en ajustant le générateur du
champ ¢lectrique a 120 volts pendant 25 minutes. Le gel est déposé sous une lampe
ultraviolette afin d'observer les bandes d'ADN fluorescentes obtenues.

Les bandes fluorescentes représentant les produits PCR sont découpées et les ADN
sont purifiés a I’aide du kit commercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de
Promega dont la composition est la suivante :
= Colonne filtrante « SV Minicolumn ».
= Tubes de collecte, stériles de 2 mL.
=  Membrane Binding Solution.
= Membrane Wash Solution.
= Nuclease-Free Water.

Le protocole suivi pour purifier les bandes fluorescentes obtenues apres électrophorése
a partir du gel d’agarose en utilisant un kit de purification d’ADN Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System de Promega passe par les étapes suivantes :

» Récupération et transfert des bandes d’ADN visualisées dans des éppendorfs identifiés
pour chaque échantillon ;

» Elimination du gel par l'ajout d'un volume de 10 pL d'une solution « Membrane Binding
Solution », et incubation a une température de 50-65°C jusqu’a la dissolution total du gel.

» Introduction d’un volume du gel dilué dans une colonne filtrante « SV Minicolumn »,
placée dans un tube collecteur et centrifugation a une vitesse de 16000xg pendant 1 min ;

» L’ajout d’un volume de 700 uL d'une solution de lavage « Membrane Wash Solution »
dans la colonne filtrante, et collecte des amplifias d’ADN par centrifugation a sec
pendant 1 min ;

» Elution de ’ADN par un volume de 50 puL de Nuclease-Free Water, et centrifugation
pendant 1 min a 16000xg.

» Récupération et conservation de 'ADN a une température de -20°C.

11.9.4. Séquencage des geénes amplifiés (16S rRNA)

Le séquengage d'un ADN, consiste a déterminer la succession des nucléotides qui le
composent. Dans ce présent travail, le séquencage de I’ADN amplifié et purifié¢ a été réalisé
par la firme (DIAG GENE, Angers-France) selon la méthode de Sanger (Sanger et al., 1977)
(Figure 17), en utilisant le kit BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied

Biosystems) et des amorces universelles (27F et 1492R).
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Figure 17. Schéma récapitulatif des étapes de séquencage selon la méthode de Sanger

(Rowland, 2003).

I1.9.5. Assemblage et correction des séquences brutes

Les séquences brutes fournies par le séquencage ont été analysées afin d’éliminer toute
les erreurs de la Taq polymérase ainsi que les séquences des deux amorces insérées de part et
d’autre des deux brins d’ADN. Dans un premier temps, la séquence brute synthétisée de
chaque souche a partir du brin matrice est alignée avec la séquence brute synthétisée a partir
du brin matrice. Pour I’alignement des séquences brutes, le programme utilis¢ est CHROMAS
PRO. Aprés correction des erreurs, les deux brins sont assemblés pour former une séquence
consensus.
I1.9.6. Soumission des séquences génétiques a la base de données Genbank

Aprés 1’assemblage et correction des séquences brutes et I’obtention des séquences
consensus de chaque souche analysée. Les séquences sont publiées dans la base de données
Genbank a NCBI, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) afin d’obtenir des numéros d’accession,
considérés comme des code identifiants de la séquence génétique. Ensuite, chaque séquence
est comparée avec I’ensemble des génes codant la sous unité 16S rRNA, disponibles dans la
base de données NCBI afin de connaitre le degré de similarité et déterminer 1’identité la plus

exacte de chaque souche.

I1.10. Etude statistique
Les résultats ont été exprimés sous la forme : moyenne + erreur standard (ES) ou bien

analysés par le test ANOVA a un facteur, en utilisant le logiciel Statistica, version 6.
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IIL.1. Paramétres physiques des écosystémes aquatiques prospectés
Les résultats des analyses des parameétres physiques des eaux sont récapitulés dans

le tableau suivant :

Tableau 5. Paramétres physiques des eaux de I’oued Mekerra et cascades d’El Ourit.

Analyse Température pH Conductivité électrique
(°C) (nS/cm)
Eau de I’oued 23.5 8.14 9165
Mekerra
Eau des cascades 14.5 7.71 4945
d’El Ourit

Les valeurs de pH des eaux des deux régions sont légérement alcalines. Ceci est
probablement li¢ a I’activité photosynthétique du phytoplancton dont les cyanobactéries. En
effet, la forte consommation du CO:2 par le phytoplancton lors de la photosynthese, avec
transformation du bicarbonate en carbonate, ce qui engendre I’augmentation de pH (Sevrin-
Reyssac et al., 1995). La valeur de la conductivité électrique enregistrée dans 1’eau de 1’oued
Mekerra est relativement élevée due probablement aux charges polluantes. Selon Franck

(2002), tout rejet polluant s’accompagne d’un accroissement de la conductivité.

I11.2. Isolement des cyanobactéries

L’isolement des cyanobactéries a partir des échantillons d’eau a été réalisé en utilisant
les milieux de culture BG11 et BG11o. Puisqu’elles sont photoautotrophes les cyanobactéries
peuvent croitre sur un milieu minéral simple. Ce milieu doit étre supplémenté en nutriments
essentiels pour la croissance cellulaire incluant les sources d'azote (pour les cyanobactéries
non-hétérocystées), de phosphore et d'oligoéléments (Rippka, 1988 ; Chorus et Bartram,
1999).

Ainsi, un total de neuf isolats différents possédant 1’aspect morphologique distinctif
des cyanobactéries ont été récupérés a partir des échantillons d’eau. Parmi ces isolats, cinq
(D20, D30, D60, D8O, DI0O) ont été isolés a partir des échantillons des « cascades d’El
Ourit » et quatre (D1M, DSM, D11M, D12M) a partir des échantillons de « 1’oued
Mekkera ». Toutes les colonies de cyanobactéries obtenues présentent un aspect filamenteux

(Figure 18).
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Figure 18. Isolement des cyanobactéries a partir de 1’échantillon d’eau de «1’oued
Mekkera » par méthode des suspensions-dilutions, inoculées sur le milieu de
culture BG11 et incubées a 28 + 2°C sous une lampe de flux lumineux compris
entre 3-4 Klux en fonction d’une photopériode de 16/8 heures.

Les fleches indiquent quelques colonies de cyanobactéries apres quatre semaines

d’incubation.

Sur I’ensemble des neuf souches de cyanobactéries isolées, une souche a été obtenue
sur le milieu BG 110 et les autres souches sur le milieu BG11. Cela peut s’expliquer par le
faible nombre des cyanobactéries qui différencient des hétérocystes, capables de fixer 1’azote
atmosphérique, dans les échantillons d’eau analysés.

L’emploi de I’actidione (cycloheximide) a raison de 75 pg/mL dans les milieux de
culture a été trées bénéfique. Il a permis I’inhibition significative des champignons
envahisseurs, qui génent considérablement la croissance des cyanobactéries a développement
lent. Ces résultats corroborent parfaitement ceux de Zehnder et Hughes (1958) qui signalent
les propriétés intéressantes de 1’actidione a inhiber la croissance des Chlorophyceae,
Xantophyceae et Bacillariophyceae mais pas celle des Cyanophyceae. De plus, ce
produit est actif sur beaucoup de champignons, spécialement sur les levures, mais reste

inactif sur les bactéries.
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Il est important de signaler que le mucus secrété par les cyanobactéries abrite une
flore bactérienne importante, il en résulte une certaine difficulté a isoler des souches
pures (Roger et Reynaud, 1977). Ce probleme a été rencontré dans ce travail et dans d’autres
travaux comme ceux de Heyduck-Soéller et Fischer (2000) et de Saoudi (2008). L’addition
d’antibiotique permet de réduire de fagon considérable le nombre de ces bactéries, mais ces
antibiotiques ne sont pas sans effets sur les cyanobactéries qui appartiennent au groupe des

bactéries a coloration de Gram négatif. Pour cette raison, I’ajout des antibiotiques dans les

rrrrr

I11.3. Identification des isolats de cyanobactéries
IIL.3.1. Caractéristiques macromorphologiques des isolats

Les neuf souches de cyanobactéries isolées sont morphologiquement identiques, de
formes filamenteuses. Pour 1’ensemble des souches isolées, les filaments sont réguliers avec
une croissance aléatoire, planaire le long de la surface d’agar ou creuse, enfoncée dans 1’agar.
Elles se différencient par contre par la couleur des colonies ainsi que leurs tailles (Figure 19
et 20).

Les quatre souches DIM, D20, D8O et D11M forment des colonies de couleur
verdatre qui peuvent avoir de grandes tailles. Leur croissance est rapide par rapport aux autres
souches a I’exception de la souche D11M.

La souche D5M pousse lentement sur le milieu de culture. Les colonies sont de
couleur brune, adhérent fermement au milieu (incrustantes dans la gélose) et sont difficile a
mettre en suspension.

Les trois souches D30, D60 et D12M donnent des petites colonies bossues ayant une
couleur verdatre. Enfin, la souche D90 se développe sous forme de colonies envahissantes de

couleur jaune verdatre (vert pale).
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Figure 19. Macromorphologie des souches de cyanobactéries isolées a partir des
échantillons de « I’oued Mekkera », inoculées sur le milieu de culture BG11
et incubées a 28 + 2°C sous une lampe de flux lumineux compris entre 3-4

Klux en fonction d’une photopériode de 16/8 heures.
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Figure 20. Macromorphologie des souches de cyanobactéries isolées a partir des
échantillons des « cascades d’El Ourit », inoculées sur le milieu de culture
BGI11 et incubées a 28 + 2°C sous une lampe de flux lumineux compris entre

3-4 Klux en fonction d’une photopériode de 16/8 heures.
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I11.3.2. Caractéristiques micromorphologiques des isolats

La coloration de Gram a donné une couleur rose caractéristique des parois Gram
négatif des cyanobactéries.

L’examen microscopique a I'état frais a permis d'identifier morphologiquement les
isolats de cyanobactéries. L’ensemble des caractéristiques morphologiques est ensuite
confronté aux clés d’identification de Bourrelly (1985), Komarek et Anagnostidis (1986 ;
1989 ; 1998 ; 2005) et ceux de Anagnostidis et Komarek (1988 ; 1990). Les especes

identifiées sont portées sur le tableau 6.

Tableau 6. Especes de cyanobactéries isolées et identifiées.

Souches Espéces Familles Milieux Lieux d’isolement
d’isolement
DIM  Leptolyngbya spl Pseudanabaenaceae BGl11 Oued Mekkera
D20  Leptolyngbya foveolarum Pseudanabaenaceae BGI11 Cascades d’El Ourit
D30  Leptolyngbya boryana Pseudanabaenaceae BGI11 Cascades d’El Ourit
D5M  Leptolyngbya sp. Pseudanabaenaceae BGI11 Oued Mekkera
D60  Pseudanabaena sp. Pseudanabaenaceae BGI11 Cascades d’El Ourit
D8O  Leptolyngbya sp2 Pseudanabaenaceae BGl11 Cascades d’El Ourit
D90  Limnothrix sp. Pseudanabaenaceae BGI11 Cascades d’El Ourit
D11M  Anabaena sp. Nostocaceae BG11/BG 110 Oued Mekkera
DI12M  Geitlerinema sp. Pseudanabaenaceae BGl11 Oued Mekkera

Les espéces isolées appartiennent a la classe des Cyanophyceae, a 2 ordres a savoir
les Oscillatoriales et les Nostocales, a 2 familles a savoir les Pseudanabaenaceae et les

Nostocaceae, et elles représentent 5 genres qui sont caractérisés par :

» Famille des Pseudanabaenaceae (ordre des Oscillatoriales)

o Pseudanabaena: cyanobactérie filamenteuse dont les trichomes sont solitaires, sans gaine
(souvent avec des enveloppes mucilagineuses fines) et peuvent étre mobiles. Les cellules
sont cylindriques (rarement isodiamétriques) séparées par des constrictions profondes et
contiennent des aérotopes (groupes des vacuoles gazeuses).

o Limnothrix : cyanobactérie filamenteuse dont les trichomes sont solitaires de 1 4 6 um de
large, peu mobiles, sans ou avec une gaine facultative trés fine. Les cellules, allongées et

parfois isodiamétriques, sont capables de produire des vacuoles gazeuses.
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o Geitlerinema : 1l s’agit d’une cyanobactérie filamenteuse dont les trichomes sont mobiles,
toujours sans gaine, de 1 a 4 um de large et composés de cellules plus longues que larges.
Les espéces de ce genre sont incapables de produire des nécridies mais contiennent des
hormogonies mobiles.

o Leptolyngbia : c’est une cyanobactérie filamenteuse possédant de longs filaments fins de
0,5 a 3,5 um de large, non mobiles avec une gaine persistante. Les cellules sont
isodiamétriques, plus longues ou plus courtes que larges avec des constrictions peu
marquées ou absentes. La reproduction se fait par fragmentation et les nécridies peuvent
étre présentes. Les espeéces de ce genre contiennent des hormogonies mobiles ou
immobiles.

» Famille des Nostocaceae (ordre des Nostocales)

o Anabaena : cette cyanobactérie filamenteuse dont les trichomes sont mobiles ou
immobiles est composée de cellules végétatives sphériques, ovoides ou cylindriques. La
reproduction s’effectue par rupture des trichomes au hasard et par germination des
akinetes si elles sont produites. Les hétérocystes sont intercalaires ou terminaux, la
position des akinétes est variable et la cellule terminale est conique ou indiférenciée. Des

vacuoles de gaz sont parfois présentes.

La description morphologique de chaque espece identifiée a été donnée en annexe
(Annexe 4) et les photos des especes ont été €talées sous forme de planches (Figure 21 et
22).

Les Pseudanabaenaceae représentent 89% des souches isolées avec la dominance du
genre Leptolyngbia. Plusieurs espéces de cette famille ont été inventoriées en Algérie dont
Pseudanabaena sp., Spirulina sp. et Lyngbya sp. isolées du barrage Mexa a El Taref (Ouartsi
et al., 2011), Spirulina labyrinthiformis, Leptolyngbya foveolarum, Leptolyngbya laminosa,
Leptolyngbya amplivaginata, Leptolyngbya boryana, Leptolyngbya circularis, Limnothrix sp.,
Geitlerinema unigranulatum, Lyngbya thermalis et Pseudanabaena thermalis 1solées a partir
de plusieurs sources thermales algériennes (Amarouche-Yala, 2015).

Les Nostocaceae (11% des souches isolées) sont représentées par Anabaena. En
Algérie, les especes de ce genre prédominent dans le lac Oubeira a El Taref (Menail, 2000 ;

Boulesnane et Chaibi, 2002).
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Figure 21. Micromorphologie (au microscope optique) des souches de cyanobactéries
isolées a partir de « 1’oued Mekkera ».
a) Leptolyngbya sp1 X40 ; b) Leptolyngbya sp1 X100 ; ¢) Leptolyngbya sp. X40 ;
d) Leptolyngbya sp. X100 ; e) plusieurs nécridies (N) sur un méme filament de
Leptolyngbya sp. ; f) Anabaena sp. X100 avec des hétérocystes (H) intercalaires
et des cellules apicales (CA) coniques ; g) les akinetes de Anabaena sp. X100 ;
h) Geitlerinema sp. X100 ; i) hormogonie (Ho) mobile de Geitlerinema sp. X100.
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Figure 22. Micromorphologie (au microscope optique) des souches de cyanobactéries
isolées a partir des « cascades d’El Ourit ».

a) Leptolyngbya foveolarum X 100 ; b) la gaine (G) de Leptolyngbya foveolarum
X100 ; ¢) Leptolyngbya boryana X100 ; d) hormogonie mobile de Leptolyngbya
boryana X100 ; e) Pseudanabaena sp. X40 ; f) Pseudanabaena sp. X100 (les
fleches indiquent les constrictions profondes); g) Leptolyngbya sp2 X100 ;
h) Limnothrix sp. X100 (la fleche indique les vacuoles gazeuses (VQG)).
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I11.4. Estimation des pigments photosynthétiques
Les biomasses obtenues a partir de différents isolats de cyanobactéries, ont été
utilisées pour I’extraction et le dosage de la chlorophylle a et des phycobiliprotéines. Les

résultats du dosage de ces pigments sont représentés dans le tableau 7.

Tableau 7. Teneur en pigments photosynthétiques des isolats de cyanobactéries.

Isolats de cyanobactéries Chlorophylle a Phycobiliprotéines (ng/mL)

(ng/mL) C-PC APC PE
Leptolyngbya spl 0,693+0,03 29,53+0,20 1,702+0,55 0,00+0,00
Leptolyngbya foveolarum 0,860+0,01 73,43+8,41 13,81+1,37 0,00+0,00
Leptolyngbya boryana 0,744+0,03 30,72+0,31 5,78+0,49 9,204+0,39
Leptolyngbya sp. ND ND ND ND
Pseudanabaena sp. 1,382+0,06 7,267+0,98 3,904+0,09 1,047+0,37
Leptolyngbya sp2 0,182+0,01 0,352+0,03 0,455+0,00 0,662+0,31
Limnothrix sp. 1,705+0,04 21,25+1,65 0,585+0,10 6,369+0,18
Anabaena sp. 0,682+0,08 15,087+0,86 3,969+0,18 0,00+0,00
Geitlerinema sp. 1,100+0,05 65,12+1,03 1,372+0,02 0,247+0,09

C-PC : C-phycocyanine ; APC : allophycocyanine ; PE : phycoérythrine ; chaque valeur représente la
moyenne = ES (n=3) ; ND : Non Déterminé.

L’analyse quantitative présentée sur le tableau 7 montre que la concentration
maximale de la chlorophylle a a été notée chez Limnothrix sp. (1,705+0,04 ug/mL). La faible
teneur a ¢été enregistrée chez Leptolyngbya sp2 (0,182+0,01 pg/mL). Ces teneurs en
chlorophylle a sont inférieures a celles rapportées par Singh et ses collaborateurs (2012) chez
une dizaine de souches de cyanobactéries isolées a partir des eaux douces d’une région
indienne « Indo-Burma », soit des concentrations en chlorophylle @ comprises entre
3,55 png/mL et 5,72 pg/mL. Par contre, Tiwari et Shivani (2012) ont trouvé des
concentrations en chlorophylle a de 0,16 pg/mL et 0,70 ng/mL chez deux cyanobactéries :
Anabaena  variabilis et Synechococcus elongatus, respectivement. Ces résultats sont
comparables a ceux notés lors de cette ¢tude. D’aprés Neuveux (1974), la teneur en ce

pigment est nettement influencée par beaucoup de facteurs tels que la composition spécifique,

1’état physiologique des algues, la densité cellulaire, la lumicre et la température.
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Par ailleurs, les phycobiliprotéines sont des pigments hydrosolubles qui peuvent étre
divisés en trois groupes principaux selon leurs structures: allophycocyanine (APC),
phycocyanine (PC) et phycoérythrine (PE) (Reis e al., 1998). Les résultats du dosage des
phycobiliprotéines ont révélé la présence de ces trois groupes principaux avec des proportions
différentes dans les isolats de cyanobactéries a I’exception de la phycoérythrine qui est
absente chez Leptolyngbya spl, Leptolyngbya foveolarum et Anabaena sp. 11 est important de
souligner que la phycocyanine a constitué la principale phycobiliprotéine dans la majorité des
isolats, avec une valeur maximale (73,43£8,4 pg/mL) enregistrée chez Leptolyngbya
foveolarum et une valeur minimale (0,352+0,03 pg/mL) notée chez Leptolyngbya sp2.
La phycocyanine a été suivie de l'allophycocyanine dont les concentrations varient de
0,455+£0,00 pg/mL chez Leptolyngbya sp2 a 13,81£1,37 npg/mL chez Leptolyngbya
foveolarum. Enfin, la phycoérythrine a constitué la phycobiliprotéine la moins dominante.
Ces résultats sont en accord avec les travaux réalisés en Inde par Pandey et Pandey (2013) et
Paul et Rout (2017). En effet, ces auteurs ont montré la présence des trois groupes de
phycobiliprotéines dans des especes de cyanobactéries filamenteuses, hétérocystées et non
hétérocystées, avec prédominance de la phycocyanine.

La forte teneur en pigments photosynthétiques pourrait étre d’un grand intérét
industriel (Charpy et al., 2008). En effet, ces isolats de cyanobactéries peuvent étre modifiés

génétiquement pour un meilleur rendement.

IILS5. Screening phytochimique
Une investigation phytochimique préliminaire a été entreprise et a permis de mettre en
évidence divers métabolites secondaires. Le tableau 8, regroupe les résultats des tests

chimiques réalisés sur les isolats de cyanobactéries.
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Tableau 8. Métabolites secondaires mis en évidence au niveau des isolats de cyanobactéries.

Isolats de cyanobactéries Tanins  Flavonoides Alcaloides  Stéroides Saponosides  Terpénoides

Leptolyngbya spl + + ++ - - -
Leptolyngbya foveolarum + + ++ - - -
Leptolyngbya boryana + + + - - -
Leptolyngbya sp. ND ND ND ND ND ND
Pseudanabaena sp. + + + - - -
Leptolyngbya sp2 + + + - - +
Limnothrix sp. + + + - - -
Anabaena sp. + + + - - -
Geitlerinema sp. + + ++ - - -

(+t) Richesse ; (+) Présence ; (=) Absence ; ND : Non Détermine.

D’aprés les résultats obtenus, les neuf isolats de cyanobactéries analysés contiennent
les tanins, les flavonoides et les alcaloides. Cependant, ils sont dépourvus de stéroides et de
saponosides. Il ressort également du tableau 8 que seule Leptolyngbya sp2 contient les
terpénoides.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de Zeeshan et al. (2010) qui ont trouvé
des tannins, des flavonoides et des alcaloides dans la majorité des especes de cyanobactéries
analysées (Nostoc muscorum, Tolypothrix sp. et Phormidium sp.).

L’¢étude de El Semary et Abd El Naby (2010) a par contre montré la présence des
flavonoides, des alcaloides et des saponosides et I’absence des tanins chez Synechocystis sp.,
une cyanobactérie unicellulaire, isolée a partir des eaux du canal « Terraat El Khashaab »,
Helwan en Egypte. Un autre screening phytochimique réalis¢ par Sharathchandra et
Rajashekhar (2012) sur des espéces de cyanobactéries (Phormidium fragile, Lyngbya
limnetica, Scytonema bohnerii et Calothrix fusca) obtenues a partir de la mer d’Arabie a
Karnataka en Inde a montré la présence des tanins, des flavonoides, des alcaloides, des
terpénoides et des stéroides dans la majorité de ces especes.

Il ressort ainsi, ’existence d’une variabilité spatiale des métabolites secondaires
secrétés par les cyanobactéries. Ces différences de composition phytochimique ne sont que le
reflet de I'influence des facteurs biotiques et abiotiques sur la synthése des métabolites

secondaires par ces micro-organismes.
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I11.6. Diagnostic bactériologique des infections nosocomiales

De décembre 2014 a février 2015, vingt souches bactériennes ont été obtenues a partir

des patients ayant contracté une infection nosocomiale dans différents services de 1’Hopital

Militaire Régional Universitaire d’Oran (le caractére nosocomial de ces infections a été

confirmé par les cliniciens en se basant sur des signes cliniques).

II1.6.1. Identification des souches bactériennes isolées

I11.6.1.1. Identification morphologique et biochimique

Les résultats de 1’étude macroscopique, microscopique et biochimique sont

mentionnés dans le tableau 9.

Tableau 9. Résultats de 1’étude macroscopique, microscopique et biochimique des souches bactériennes

1solées.
Aspect Culture Aspect microscopique Tests biochimiques
N° macroscopique Nom du germe
Forme Taille | Milieux Conditions Etat Coloration | Catalase | Oxydase
frais de Gram
1013 Petites 2mm Gélose 24h/ 37°C Cocci Gram négatif + - Acinetobacter baumannii
colonies nutritive immobile
jaunatres
4127 Petites 2mm Gélose 24h/ 37°C Cocci Gram négatif + - Acinetobacter baumannii
colonies nutritive immobile
jaunatres
200 Grosses 3mm Hektoen 24h/ 37°C Bacille Gram négatif + - Escherichia coli
colonies immobile
jaunatres
105 Petites 2mm Gélose au 24h/ 37°C Cocci Gram positif + - Staphylococcus aureus
colonies sang frais immobile
jaunatres
385 Petites 2mm Gélose 24h/ 37°C Cocci Gram négatif + - Acinetobacter baumannii
colonies nutritive immobile
jaunatres
328 Grosses 3mm Hektoen 24h/ 37°C Bacille Gram négatif + - Klebsiella pneumoniae
colonies immobile
mugqueuses
jaunatres
84 Grosses 3mm Hektoen 24h/ 37°C Bacille Gram négatif + - Klebsiella pneumoniae
colonies immobile
mugqueuses
jaunatres
455 Grosses 3mm Hektoen 24h/37°C Bacille Gram négatif + - Escherichia coli
colonies immobile
jaunatres
537 Grosses 4mm Hektoen 24h/ 37°C Bacille Gram négatif + + Pseudomonas aeruginosa
colonies mobile
verdatres
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190 Petites 2mm Gélose au 24h/ 37°C Cocci Gram positif + - Staphylococcus aureus
colonies sang frais immobile
jaunatres
362 Petites 2mm Gélose 24h/ 37°C Cocci Gram négatif + - Acinetobacter baumannii
colonies nutritive immobile
jaunatres
496 Petites 2mm | Gélose au 24h/ 37°C Cocci Gram positif + - Staphylococcus aureus
colonies sang frais immobile
jaunatres
499 Grosses 3mm Hektoen 24h/ 37°C Bacille Gram négatif + - Klebsiella pneumoniae
colonies immobile
mugueuses
jaunatres
920 Petites 2mm Gélose au 24h/ 37°C Cocci Gram positif + - Staphylococcus aureus
colonies sang frais immobile
jaunatres
222 Petites 2mm Gélose au 24h/ 37°C Cocci Gram positif + - Staphylococcus aureus
colonies sang frais immobile
jaunatres
2104 Grosses 3mm Hektoen 24h/ 37°C Bacille Gram négatif + - Escherichia coli
colonies immobile
jaunatres
2195 Grosses 3mm Hektoen 24h/ 37°C Bacille Gram négatif + - Escherichia coli
colonies immobile
jaunatres
377 Grosses 3mm Hektoen 24h/ 37°C Bacille Gram négatif + - Klebsiella pneumoniae
colonies immobile
mugueuses
jaunatres
Grosses 4mm Hektoen 24h/ 37°C Bacille Gram négatif + + Pseudomonas aeruginosa
colonies mobile
verdatres
2544 Grosses 3mm Hektoen 24h/ 37°C Bacille Gram négatif + - Escherichia coli
colonies immobile
jaunatres

I11.6.1.2. Identification par les galeries biochimiques

Les résultats obtenus par les galeries API sont représentés par les figures 23 et 24.

+
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-

Figure 23. Galerie API 20 NE pour I’identification de Pseudomonas aeruginosa.
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a. Galerie API 20 E pour I’identification d’ Escherichia coli.

c. Galerie API 20 E pour I’identification d 'Acinetobacter baumannii.

Figure 24. Galeries biochimiques API 20 E.
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I11.6.1.3. Tests spécifiques pour I’identification de Staphylococcus aureus

I11.6.1.3.1. Test de coagulase
Les souches cocci a Gram positif, immobiles, possédant une catalase se sont avérées

coagulase positive ce qui a permis de les assigner a ’espece Staphylococcus aureus.

I11.6.1.3.2. Test d’agglutination (Test Staphaurex)
Le résultat du test Staphaurex a fait ressortir une réaction d’agglutination entre

Staphylococcus aureus et les particules de latex (Figure 25).

'

‘N

EXFCr P

Figure 25. Test Staphaurex.

Le tableau 10 récapitule I’ensemble des résultats des tests spécifiques (test de

coagulase et Staphaurex) appliqués pour 1’identification de Staphylococcus aureus.

Tableau 10. Résultats des tests spécifiques (test de coagulase et Staphaurex).

Souches Test de coagulase Test Staphaurex
S. aureus ATCC 25923 + +
(Témoin)
920 + +
222 + +
105 + +
190 + +
496 + +
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I11.6.2. Fréquence des bactéries isolées

Grace aux différentes techniques appliquées ci-dessus, cinq especes bactériennes ont
¢été isolées, a savoir : Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. La figure suivante montre la fréquence

des bactéries isolées de patients atteints d’infections nosocomiales.

W E. coli

H K. pneumoniae

B A. baumannii
P. aeruginosa

S. aureus

Figure 26. Fréquence des bactéries isolées de patients atteints d’infections nosocomiales.

D’aprés la figure 26, les bacilles a Gram négatif (BGN) sont les germes les plus isolés
(75%), ils sont dominés par E. coli (25%), suivie de K. pneumoniae (20%) et de A. baumannii
(20%), puis vient P. aeruginosa (10%). Les cocci a Gram positif sont représentés
essentiellement par le staphylocoque doré avec un taux de 25%.

Les mémes germes ont été cités par El Marfi (2014), tout en montrant I’importance
incrimination des BGN dans les infections nosocomiales au service de réanimation
polyvalente A1 du CHU Hassan II de Fes (Maroc), soit 71,7% des cas.

Dans une étude effectuée dans 27 hopitaux de la région méditerranéenne, quatre especes
bactériennes représentaient presque la moitié des germes isolés : E. coli (17,2 %), S. aureus
(12,5 %), P. aeruginosa (9,2 %) et K. pneumoniae (9,2 %) (Amazian et al., 2010). Une autre
étude faite par Toudeft et ses collaborateurs (2013) au CHU de Tizi-Ouzou a montré que sur
les 24 infections nosocomiales notifiées, prés de la moitié (43%) des germes isolés sont des
BGN, plus particuliérement E. coli et Klebsiella spp. Les résultats trouvés par ces auteurs

ressemblent aux résultats obtenus dans la présente étude.
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Enfin, il est trés important de signaler que la répartition de ces germes nosocomiaux est
influencée surtout par 1’organe infecté (Douglas et al., 2004 ; Lee ef al., 2005 ; Thiolet et al.,
2006).

I11.6.3. Etude de la sensibilité des souches bactériennes aux antibiotiques
Les résultats de 1’antibiogramme appliqué aux différentes souches bactériennes isolées

sont consignés dans le tableau 11.

Tableau 11. Résistance et sensibilité des souches bactériennes isolées de patients atteints

d’infections nosocomiales aux antibiotiques.

Souches Antibiotiques
bactériennes

AMP | AMC TIC PIP czo CTX CAZ | IPM | AMK | GEN | CIP | SXT

E. coli 200 R R R R R S R R S S S R

E. coli 2195 R R R R R R R S S R R R

E. coli 104 R R R R R R R S S S R R

E. coli 455 R R R R S S S S S S S R

E. coli 2544 R R / R R R R S S R R S
AMP | AMC TIC PIP Cczo CTX CAZ IPM | AMK ]| GEN | CIP | SXT

K. pneumoniae s, R S R R S S S S S S S S

K. pneumoniae 35 R R R R R R R R S R R R

K. pneumoniae 499 R S R R R R R S S R S R

K. pneumoniae 377 R S R R R R R S S S R R
Tic| PP | TcC | cAZ | ATM | IPM | AMK | GEN | TOB | cIP | SXT

A. baumannii sgs R R R R R R R R S R R

A. baumannii a127 R R R R R R R R R R R

A. baumannii 1013 R R R R R R R R R R R

A. baumannii 32 R R R R R R R R R R R
Tic | pip JcAz| ipm | ATM | FOs | coL | cp | AMK | GEN | TOB

P. aeruginosa s3; S S S S R S S S S S S

P. aeruginosa 37 S S S R S R S S S S S
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OXA | FOX | GEN | AMK | TOB VAN (o] TCY SXT RIF
S. aureus 920
S. aureus 190
S. aureus 496
S. aureus 105

2 X XV XV XV O
D n »n o nn XD
D 0V n »n X
o B Vo R v B Vo BEN V)]
D 0 n n n
D 0 n n n
D N n o n n
D 0 n v n
D OV n n X
D 0O n v n
v unu nu u n

S. aureus 22,

R: Résistante ; S: Sensible ; AMP: Ampicilline ; P: Penicilline ; AMC: Amoxicilline/ Acide Clavulanique ; TIC:
Ticarcilline ; PIP: Pipéracilline ; CZ0: Céfazoline; CTX: Céfotaxime ; CAZ: Ceftazidime ; IPM: Imipéneme ;
AMK: Amikacine ; GEN: Gentamycine ; CIP: Cipofloxacine ; SXT : Triméthoprime/Sulfaméthoxazole ; TCC:
Ticarcilline/ Acide Clavulanique ; ATM: Aztréonam ; TOB: Tobramycine ; COL: Colistine ; FOS: Fosfomycine ;
OXA: Oxacilline ; FOX: Céfoxitine ; RIF: Rifampicine ; VAN: Vancomycine ; TCY: Tétracycline.

D’apres le tableau ci-dessus, la résistance aux antibiotiques est rencontrée chez les
bactéries a Gram positif et a Gram négatif. A I’exception de E. coli 455 et K. pneumoniae s,
tous les isolats d’entérobactéries ont présenté une résistance a la majorité des antibiotiques de
la famille des B-lactamines. Une résistance est également observée vis-a-vis de quelques
sulfamides « triméthoprime/sulfaméthoxazole » et quinolones « cipofloxacine ». En revanche,
les aminosides «amikacine et gentamycine» ont révélé une activité inhibitrice de la croissance
de la plupart des isolats d’entérobactéries.

Pour A.baumannii, toutes les souches isolées sont résistantes a tous les antibiotiques
testés a 1’exception de la souche A.baumanii 3ss qui a présenté une sensibilit¢ a la
tobramycine. A D’inverse toutes les souches de P. aeruginosa sont sensibles a tous les
antibiotiques testés sauf pour I’aztréonam chez P. aeruginosa s37 ainsi que I’imipénéme et la
fosfomycine chez P. aeruginosa 377.

Il ressort également au vu de ces résultats que les deux souches de S.aureus
(S.aureus : 920 et 222) sont résistantes a tous les antibiotiques de la famille des pB-lactamines
testés. Alors qu’une sensibilité trés remarquable est rencontrée chez les autres souches de
S.aureus vis-a-vis des antibiotiques de cette famille (exception pour la pénicilline). L’étude de
la sensibilité des isolats de S.aureus aux autres familles d’antibiotiques a révélé des profils de
sensibilit¢ aux aminosides, vancomycine, cipofloxacine, tétracycline, rifampicine et les
sulfamides sauf pour S.aureus 222. Cette dernicre est résistante a la majorité des antibiotiques
testés méme a la vancomycine qui est considérée comme la molécule de derniere ligne dans le

traitement des infections staphylococciques (Rebiahi, 2011).
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I11.6.3.1. Fréquence des bactéries multi-résistantes (BMR)

En milieu hospitalier, les bactéries multirésistantes (qui sont dites BMR) posent des
probléemes thérapeutiques difficiles. Ces bactéries sont sensibles qu'a un petit nombre
d'antibiotiques utilisés en clinique (Andremont, 1997). La fréquence des bactéries multi-

résistantes isolées est illustrée par la figure 27.
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Figure 27. Fréquence des BMR isolées de patients atteints d’infections nosocomiales.

Dans la présente étude, 60% de ces infections étaient en rapport avec des germes
hospitaliers nosocomiaux multirésistants :

» Pour les entérobactéries, une image de synergie d’activité est observée chez 30% des
souches nosocomiales isolées (E. coli : 2195, 2104 et 2544/ K. pneumoniae : 328, 499 et
377) entre les deux disques AMC et CTX donnant la classique image en bouchon de
champagne (Figure 28), cela signifie que ces souches d’entérobactéries sont productrices
des enzymes de B-lactamases a spectre étendue (BLSE).

» L’émergence de la résistance aux carbapénémes chez A. baumannii est devenue une
préoccupation mondiale dans la mesure ou ces molécules sont souvent le seul traitement
efficace contre les souches multi-résistantes (Otéo et al., 2007). Dans ce travail, toutes les
souches de A. baumannii isolées (20% des souches nosocomiales isolées) sont résistantes
a I’imipenéme.

» Aucune souche (0% des souches nosocomiales isolées) de P. aeruginosa résistante a la

céftazidime n’a été obtenue.

84



Résultats et discussions

» Enfin, les 10% restants sont des Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM).
Parmi ces derniéres, les souches 920 et 222 ont montré une résistance au céfoxitine ce qui

caractérise leur résistance a toute la famille des B-lactamines.

Figure 28. Test de synergie positif pour une souche de Klebsiella pneumoniae productrice
de BLSE (L'apparition d'une image de synergie ou bouchon de champagne

entre les disques d'AMC et CTX).

Ces constations vont dans le méme sens de 1’étude de Chablou (2011) sur le profil de
résistance des germes isolés de patients atteints d’infections nosocomiales réalisée dans un
hopital au Maroc, ou il a montré une fréquence ¢élevée des béta-lactamases a spectre étendu
(13,10%).

I11.6.4. Confirmation des résultats par MicroScan WalkAway

Les souches bactériennes isolées et identifiées ont fait I’objet d’une confirmation de

I’identité et de ’antibiogramme par « WalkAway de Siemens» et les résultats obtenus sont

présentés en annexe 5.

I1L1.7. Etude des propriétés antagonistes des isolats de cyanobactéries
II1.7.1. Poids secs et rendements des extractions

Les neuf souches de cyanobactéries sont mises en culture pour produire des
métabolites bioactifs. L'extraction de ces métabolites a partir des biomasses (par le méthanol
et I’eau) et des surnageants de cultures (par 1’acétate d’éthyle) a permis de calculer le poids
sec des extraits et le rendement des extraits des biomasses. Les résultats obtenus sont

regroupés dans le tableau 12.
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Tableau 12. Poids secs et rendements des extraits des isolats de cyanobactéries.

Extrait méthanolique Extrait aqueux Extrait acétate
Isolats de cyanobactéries d"éthyle

Masse Rendement Masse Rendement Masse

(mg) d’extraction (mg) d’extraction (mg)
(%) (%)

Leptolyngbya sp1 199 39,8 28,2 5,64 15,2
Leptolyngbya foveolarum 187,7 37,54 19 3,8 14,4
Leptolyngbya boryana 178,8 35,76 7,6 1,52 92,2
Leptolyngbya sp. 181 36,2 12,1 2,42 50,3
Pseudanabaena sp. 218,5 43,7 ND ND 37,2
Leptolyngbya sp2 212,8 42,56 9,6 1,92 43,9
Limnothrix sp. 149 29.8 4,4 0,88 47
Anabaena sp. 190 38 22,5 4,5 51,8
Geitlerinema sp. 164 32,8 57,8 11,56 44,3

ND : Non Déterminé.

Il ressort des données du tableau 12 que les rendements les plus importants sont
enregistrés dans les extraits méthanoliques. Ainsi, les deux cyanobactéries Pseudanabaena
sp. et Leptolyngbya sp2 sont les plus riches en substances solubles dans le méthanol. Ces
résultats rejoignent ceux trouvés par Shalaby et Shanab (2013) qui ont obtenu a partir de la
poudre de Spirulina platensis (une cyanobactérie filamenteuse) un rendement en extrait
méthanolique nettement supérieur a celui de I’extrait aqueux. De plus, les travaux de Tuyet
(2010) sur 12 souches de cyanobactéries isolées en Vietnam ont montré des rendements en
extraits méthanoliques plus élevés que ceux des autres extraits (extraits d’hexane, aqueux et
d’acétate d’éthyle). Toutefois, les rendements obtenus dans les deux études citées en dessus
sont nettement inférieurs a ceux trouvés dans la présente étude, excepté pour les rendements
des extraits aqueux. En effet, il est difficile de comparer les résultats de ce travail avec ceux
de la bibliographie, car le rendement n’est que relatif et dépend des conditions dans lesquelles
I’extraction a été effectuée. D’aprés Michel et al. (2012) et Mahmoudi ez al. (2013), les
rendements des extractions par différent solvants dépendent de la nature du solvant utilisé, de
la méthode d’extraction (macération, décoction, infusion) et de la composition chimique des

extraits préparés.
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Dans la présente étude, la méthode de macération sous agitation a permis d’accélérer
le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec I’extrait tout en
préservant la bioactivité de ses constituants. De méme, le déroulement de cette extraction a
température ambiante ainsi que 1’épuisement du solvant a pression réduite ont permis
d’obtenir le maximum de composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable

dues aux températures €levées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction.

II1.7.2. Teneur des extraits en polyphénols

Les composés phénoliques sont des molécules bioactives treés recherchées car ils
sont réputés pour leurs excellentes propriétés  biologiques (antioxydantes,
antimicrobiennes...). Pour ces raisons, des dosages des polyphénols totaux ont été effectués
pour chaque extrait préparé et ce par une méthode spectrophotométrique, en utilisant
I’équation de régression linéaire de la courbe d’étalonnage, établie en utilisant 1’acide

gallique comme référence (Figure 29).
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Figure 29. Courbe d’¢étalonnage de 1’acide gallique.

L’estimation des teneurs en polyphénols totaux a été réalisée en utilisant la méthode

de Folin-Ciocalteu et les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 13.
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Tableau 13. Contenus en polyphénols totaux des extraits des isolats de cyanobactéries.

Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/g MS)
Isolats de cyanobactéries Extrait Extrait aqueux Extrait acétate
méthanolique d’¢éthyle
Leptolyngbya sp1 1,15+0,12 0,93+0,11 5,73+0,67
Leptolyngbya foveolarum 14,33+0,64 10,43+0,33 0,65+0,00
Leptolyngbya boryana 15,43+0,24 4,14+1,73 0,14+0,00
Leptolyngbya sp. 1,89+0,16 0,15 +0,00 0,69+0,01
Pseudanabaena sp. 0,72+0,01 0,43+0,00 0,15+0,10
Leptolyngbya sp2 1,22+0,10 0,41+0,10 0,55+0,07
Limnothrix sp. 1,96+0,00 1,23+0,00 0,76+0,00
Anabaena sp. 2,77+0,26 0,49+0,01 0,69+0,00
Geitlerinema sp. 12,75+0,20 1,07+0,03 0,44+0,04

Chaque valeur représente la moyenne = ES (n=3).

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en polyphénols totaux varient
considérablement entre les extraits des différents isolats de cyanobactéries. L’extraction a
partir des biomasses avec le méthanol a permis d’obtenir des teneurs en composés
phénoliques totaux allant de 0,72+0,01 mg EAG/g MS (Pseudanabaena sp.) a 15,43+0,24 mg
EAG/g MS (Leptolyngbya boryana). Avec de I’eau, les concentrations sont comprises
entre 0,15£0,00 mg EAG/g MS (Leptolyngbya sp.) et 10,43+0,33 mg EAG/g MS
(Leptolyngbya foveolarum). Cependant, les extraits d’acétate d’éthyle obtenus a partir des
surnageants de cultures se sont révélés moins riche en polyphénols totaux pour la majorité des
1solats.

Les teneurs en polyphénols totaux obtenues sont comparables a celles notées par
Hajimahmoodi ef al. (2010) pour les biomasses et les surnageants de cultures de 12
microalgues. En effet, ces auteurs ont trouvé des teneurs en polyphénols totaux variant de
1,00 a 5,26 mg EAG/g MS (extraits aqueux) et de 0,02 a 0,22 mg EAG/g MS (extraits
d’acétate d’¢éthyle). Selon une autre ¢tude menée par Abd El-Aty et al. (2014) sur deux
cyanobactéries filamenteuses Oscillatoria agardhii et Anabaena sphaerica, les teneurs en
composés phénoliques trouvées dans les extraits méthanoliques et aqueux, préparés a partir

des biomasses, sont proches des teneurs obtenues dans le présent travail.
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Au vu des résultats précédents, il est également important de signaler que les extraits
méthanoliques enregistrent les teneurs en polyphénols totaux les plus élevées (a I’exception
de D’extrait méthanolique de Leptolyngbya spl). D’apres plusieurs travaux, les extraits
méthanoliques sont les plus riches en composés phénoliques. De ce fait le méthanol reste
le meilleur solvant pour extraire ces composés (Uma et al.,, 2011 ; Manivannan et al., 2012 ;

Hemalatha et al., 2013 ; Shalaby et Shanab, 2013 ; Abd El-Aty et al., 2014).

I11.7.3. Pouvoir antibactérien des extraits

Les extraits aqueux et méthanoliques des substances intracellulaires ainsi que les
extraits d’acétate d’éthyle des substances extracellulaires obtenus a partir des isolats de
cyanobactéries, ont été testés contre une gamme de souches bactériennes d’infections
nosocomiales composée de bactérie a Gram positif (S. aureus) et de bactéries a Gram négatif
(E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii et P. aeruginosa).

L’efficacité et la puissance des extraits ont été¢ €évaluées qualitativement, par la
méthode de diffusion des disques sur gélose. La sensibilité du germe a 1’égard de I’extrait est
d’autant plus importante que le diametre de la zone d’inhibition est grand (Andriambololona,
2010).

Les résultats obtenus ont révélé une activité antibactérienne notable des extraits de
cyanobactéries contre les souches testées. De plus, I’inactivité du solvant utilis€ pour

dissoudre les résidus de ces extraits (DMSO) a été vérifiée.

II11.7.3.1. Activité antibactérienne des extraits sur E. coli
Les résultats de ’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis des souches d’E. coli

sont regroupés dans le tableau 14.
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Tableau 14. Diamétre d’inhibition (mm) des extraits vis-a-vis des souches d’E. coli testées.

Isolats de Extraits Diamétres d’inhibition (mm)
cyanobactéries E. coli 200 | E. coli 2104 | E. coli 2105 | E. coli 2544 | E. coli 455
Leptolyngbya sp1 | Méthanolique 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0 6 =0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 +0 6 £0
Acétate d’éthyle 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Leptolyngbya Meéthanolique 6 £0 6 +£0 6 0 6 £0 6 +£0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
foveolarum Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0
Leptolyngbya Méthanolique 6 +0 6 0 6 +0 6 +0 6 +0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 +0 6 £0
boryana Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0
Leptolyngbya sp. Meéthanolique 6 £0 6 +£0 6 +0 6 £0 6 0
Aqueux 10,59+0,40 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Acétate d’éthyle | 9,9420,00 | 7,69+0,13 | 9,69+0,13 6 +0 6 +0
Pseudanabaena sp. | Méthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 +0 6 £0
Acétate d’éthyle 12,59+0,21 9,11+0,06 6 £0 6 £0 6 £0
Leptolyngbya sp2 Meéthanolique 6 £0 6 +£0 6 0 6 £0 6 +£0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Acétate d’éthyle 10,6+0,12 8,68+0,01 6 £0 6 £0 9,79+0,01
Limnothrix sp. Méthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 +0 6 £0
Acétate d’éthyle 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Anabaena sp Meéthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 +0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Acétate d’éthyle 10,6+0,12 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Geitlerinema sp. Méthanolique 6 +£0 6 +£0 6 £0 6 +0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Acétate d’éthyle 6 +0 6 £0 6 £0 6 +0 6 £0

Chaque valeur représente la moyenne des diamétres d’inhibition de la croissance bactérienne £ ES (n=3).

Il ressort ainsi, que les souches d’E. coli testées sont sensibles aux métabolites
extracellulaire de Leptolyngbya sp., Leptolyngbya sp2, Pseudanabaena sp. et Anabaena sp.
avec un diametre d’inhibition maximale de 12,59+0,21 mm. A I’exception de I’extrait aqueux
de Leptolyngbya sp., les métabolites intracellulaires des isolats de cyanobactéries sont inactifs

sur toutes les souches d’E. coli testées.

I11.7.3.2. Activité antibactérienne des extraits sur K. pneumoniae
Les résultats de 1’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis des souches de

K. pneumoniae sont résumés dans le tableau 15.
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Tableau 15. Diamétre d’inhibition (mm) des extraits vis-a-vis des souches de K. pneumoniae

testées.
Isolats de Extraits Diameétres d’inhibition (mm)
cyanobactéries K. pneumoniae g4 | K. pneumoniae 333 | K. pneumoniae 377 | K.pneumoniaesoo
Leptolyngbya Meéthanolique 6 +£0 6 +£0 6 +£0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
spl Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 £0
Leptolyngbya Méthanolique 8,5+0,20 9,88+0,06 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 +£0 6 +£0 6 £0
Joveolarum Acétate d’éthyle 8,55+0,34 6 +0 8,120,02 6 +0
Leptolyngbya Méthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
boryana Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0
Leptolyngbya M¢éthanolique 6 0 6 0 6 0 6 +£0
Aqueux 6 £0 6 +£0 6 +£0 6 £0
Sp- Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0
Pseudanabaena | Méthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
SP- Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0
Leptolyngbya Meéthanolique 6 +£0 6 +£0 6 +£0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
sp2 Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 £0
Limnothrix sp. | Méthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Acétate d’éthyle 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Anabaena sp. Meéthanolique 6 +£0 6 +£0 6 +£0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Acétate d’éthyle 6 +£0 6 +£0 6 £0 6 £0
Geitlerinema sp. | Méthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 +£0 6 +£0 6 £0
Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 £0 6 £0

Chaque valeur représente la moyenne des diamétres d’inhibition de la croissance bactérienne £ ES (n=3).

Au vu des résultats du tableau 15, les souches de K. pneumoniae sont toutes résistantes

aux extraits de cyanobactéries sauf aux extraits de Leptolyngbya foveolarum. Les extraits

méthanolique et d’acétate d’éthyle de cette cyanobactérie ont réagi positivement sur la plupart

des souches de K. pneumoniae, avec des zones d’inhibition maximales de 9,88+0,06 mm pour

I’extrait méthanolique et de 8,55+0,34 mm pour 1’extrait d’acétate d’éthyle.

II1.7.3.3. Activité antibactérienne des extraits sur P. aeruginosa

Il a été remarqué que les extraits des substances intracellulaires et extracellulaires des

isolats de cyanobactéries n'ont montré aucune activité inhibitrice de la croissance des

souches de P. aeruginosa testées.
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111.7.3.4. Activité antibactérienne des extraits sur A. baumannii

Les résultats de 1’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis des souches d’A4.

baumannii sont mentionnés dans le tableau 16.

Tableau 16. Diamétre d’inhibition (mm) des extraits vis-a-vis des souches d’A. baumannii testées.

Isolats de Extraits Diamétres d’inhibition (mm)
cyanobactéries A. baumannii 1013 A. baumannii 4127 A. baumannii 385 A. baumannii 362
Leptolyngbya Meéthanolique 6 +£0 6 +£0 6 +£0 6 +£0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
spl Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0
Leptolyngbya M¢éthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 +£0 6 +£0 6 +£0
foveolarum Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0
Leptolyngbya Meéthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
boryana Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 11,1+0,00 6 +0
Leptolyngbya M¢éthanolique 6 =0 6 0 6 0 6 +£0
Aqueux 6 £0 6 +£0 6 +£0 6 +£0
Sp- Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0
Pseudanabaena | Méthanolique 6 £0 6 £0 10,24+0,04 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
SP- Acétate d’éthyle 9,87+0,03 6 +0 10,060,04 6 +0
Leptolyngbya Meéthanolique 6 +£0 6 +£0 10,46+0,06 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 8,46+0,25 6 £0
sp2 Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 £0
Limnothrix sp. Méthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 +£0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Acétate d’éthyle 9,37+0,05 10,07+0,17 6 +0 7,48+0,12
Anabaena sp. Meéthanolique 6 +£0 6 +£0 6 +£0 6 +£0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Acétate d’éthyle 6 +£0 6 +£0 6 +£0 6 +£0
Geitlerinema sp. Méthanolique 6 0 6 0 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 +£0 6 +£0 6 +£0
Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0

Chaque valeur représente la moyenne des diamétres d’inhibition de la croissance bactérienne £ ES (n=3).

La bactérie A. baumannii est 'une des bactéries les plus résistantes aux antibiotiques

(Peleg et al., 2008). Dans ce travail, les souches d’A. baumannii se sont montrées sensibles

aux extraits d’acétate d’éthyle de Leptolyngbya boryana, Pseudanabaena sp. et Limnothrix

sp. Ainsi, la plus grande sensibilité est enregistrée avec 1’extrait de Leptolyngbya boryana

avec une zone d’inhibition égale a 11,140,00 mm.
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De méme, la souche 4. baumannii 335 s’avere qu’elle est considérablement sensible

aux extraits méthanoliques de Pseudanabaena sp. et Leptolyngbya sp2 avec des zones

d’inhibition atteignant les 10,24+0,04 mm et 10,46+0,06 mm respectivement et a 1’extrait

aqueux de Leptolyngbya sp2 avec une zone d’inhibition de 8,46+0,25 mm. En revanche, ces

souches d’4. baumannii

cyanobactéries.

sont toutes résistantes aux extraits des autres

1I1.7.3.5. Activité antibactérienne des extraits sur S. aureus

isolats de

Le tableau 17 présente les résultats de 1’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis

des souches de S. aureus.

Tableau 17. Diamétre d’inhibition (mm) des extraits vis-a-vis des souches de S. aureus testées.

Isolats de Extraits Diamétres d’inhibition (mm)
cyanobactéries S. aureus 930 | S. aureus 496 | S. aureus 2, | S. aureus 10s | S. aureus 190
Leptolyngbya Méthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 +£0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 +0 6 £0
spl Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0
Leptolyngbya | Méthanolique 10,410,00 8,59+0,03 6 £0 6 £0 13,30,00
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
foveolarum Acétate d’éthyle | 9,69+0,12 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0
Leptolyngbya Méthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
boryana Acétate d’éthyle 6 =0 6 +0 6 +0 6 =0 6 +0
Leptolyngbya | Méthanolique 9,39+ 0,01 9,65:0,00 6 =0 6 =0 12,240,02
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
SP- Acétate d’éthyle 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0
Pseudanabaena | Méthanolique 6 £0 9,03+0,09 6 £0 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Sp- Acétate d’éthyle 9,5+0,05 9,99:+0,07 6 +0 6 +0 6 +0
Leptolyngbya Meéthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 +0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
sp2 Acétate d’éthyle 10,19+0,11 9,45+0,01 6 +0 6 +0 9,73+0,08
Limnothrix sp. Méthanolique 8,9+0,08 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Acétate d’éthyle 9,5+0,04 7,7+0,01 6 £0 6 £0 10,57+ 0,00
Anabaena sp. | Méthanolique 18,260,13 8,31%0,15 6 £0 9,3120,17 | 12,49+0,22
Aqueux 6 £0 10,25+0,12 6 +0 7,76+0,05 7,6+0,02
Acétate d’éthyle 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 10,46+0,02
Geitlerinema sp. | Méthanolique 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Aqueux 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0 6 £0
Acétate d’éthyle 6 £0 6 £0 6 £0 24,65+0,38 10,85+0,03

Chaque valeur représente la moyenne des diamétres d’inhibition de la croissance bactérienne + ES (n=3).
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A T’exception des extraits de Leptolyngbya splet Leptolyngbya boryana, la majorité
des extraits des autres isolats de cyanobactéries ont réagi positivement au moins sur une
des souches de S.aureus testées. Les diametres des zones d’inhibition sont assez importants,
avec un pic de 18,26+0,13 mm (Anabaena sp. vis-a-vis de S. aureus 920) pour les extraits
méthanoliques et de 24,65+0,38 mm (Geitlerinema sp. vis-a-vis de S. aureusios) pour les
extraits d’acétate d’éthyle. Quant aux extraits aqueux, seul 1’extrait d’Anabaena sp. présente
une activité vis-a-vis les souches de S.aureus testées. Les zones d’inhibition maximales
provoquées par les extraits de cyanobactéries sur les souches de S. aureus testées sont

présentées sur la figure 30.

Activité des extraits d’.Anabaena sp. sur Activité des extraits de Geitlerinema sp.
S. aureus oz sur S. aureus jos

Figure 30. Test d’activit¢ des extraits de cyanobactéries vis-a-vis des souches de S.
aureus par la technique de diffusion des disques sur gélose (MeOH : extrait

méthanolique ; AE : extrait d’acétate d’éthyle ; H20 : extrait aqueux ; T : témoin).

Les résultats résumés dans les tableaux allant de 14 a 17 montrent que sur les
27 extraits de cyanobactéries étudiés, 17 sont actifs au moins sur une des souches
bactériennes testées.

La bactérie S. aureus est la plus sensible aux antibactériens produits par les isolats de
cyanobactéries. Tandis que, P. aeruginosa apparait comme la bactérie la plus résistante. Ceci

n’est pas surprenant car cette espeéce est connue pour sa résistance naturelle et acquise a
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plusieurs substances antimicrobiennes (Martin et al., 1993 ; Costerton et al., 1999 ; Stover
et al., 2000).

Les extraits aqueux des substances intracellulaires des isolats de cyanobactéries n’ont
pas présenté une importante activité. Une faible inhibition de la croissance d’E. coli, d’A.
baumannii et de S. aureus dont les diameétres d’inhibition ne dépassant pas les
10,59+0,40 mm est notée pour les extraits aqueux de Leptolyngbya sp., Leptolyngbya sp2 et
Anabaena sp., respectivement. Ceci confirme les résultats de plusieurs auteurs qui ont affirmé
que les extraits aqueux des cyanobactéries ont montré une faible activité comparée aux autres
extraits (Qstensvik et al., 1998 ; Kreitlow ef al., 1999 ; Mundt et al., 2001 ; Abd El-Aty et
al.,2014).

A T’opposé des extraits aqueux, la majorité des extraits méthanoliques des substances
intracellulaires des isolats de cyanobactéries sont doués d’une activité antibactérienne vis-a-
vis au moins une des souches bactériennes testées avec des diameétres d’inhibition allant
jusqu’a 18,26+0,13 mm (Anabaena sp. vis-a-vis de S. aureus 920). La bactérie S. aureus est la
plus sensible aux extraits méthanoliques de ces isolats. Les résultats de Oufdou et Oudra
(2009), ont montré que les substances intracellulaires extraites par le méthanol a partir de dix
souches de cyanobactéries, isolées de certains écosystémes aquatiques marocains, ont des
effets antibactériens plus importants que les extraits aqueux. Dans une autre étude réalisée par
Bhattacharyya et al. (2013) sur I’activité antibactérienne de deux especes d’Anabaena vis-a-
vis de S. aureus, il a été démontré que les extraits méthanoliques ont donné des activités plus
fortes par rapport aux extraits aqueux, d’hexane et d’acetone. Ces résultats sont en accord
avec ceux notés lors de la présente étude.

Les substances extracellulaires produites par les isolats de cyanobactéries ont aussi un
effet inhibiteur sur les souches bactériennes testées avec des diamétres d’inhibition atteignant
24,65+0,38 mm (Geitlerinema sp. vis-a-vis de S. aureusios). Des résultats similaires ont été
signalés par Kaushik et Chauhan (2008) et Tuyet (2010). Ces auteurs ont montré que la
croissance d’E. coli est inhibée par les substances extracellulaires élaborées par des souches
de cyanobactéries étudiées: Anabaena sp., Nostoc spongiaforme, Nostoc coeruleum,
Calothrix javanica, Oscillatoria sp., Westiellopsis sp. VN et Spirulina platensis.

D’apres les résultats de ce travail, il a été constaté que la nature du solvant influe
directement sur la composition des extraits et par conséquence sur leur activité
antibactérienne. Ces constats sont confirmés par I’analyse de la variance (ANOVA) qui a

révélé une différence significative (p < 0,05).
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Par ailleurs, il est important de signaler que les souches bactériennes a Gram positif
sont plus sensibles aux substances ¢laborées par les isolats de cyanobactéries que les souches
bactériennes a Gram négatif (Figure 31). Ce résultat coincide avec les travaux de Chrost
(1975) qui décrivent une réduction significative des bactéries Gram positives dans des lacs en
Allemagne durant les périodes de blooms cyanobactériens. De plus, cette propriété a déja été
signalée par d’autres chercheurs, tels que Mundt et al. (2001), Soltani ez al. (2005), Taton
et al. (2006) et Martins et al. (2008). En effet, les différences morphologiques entre les
bactéries Gram-positives et Gram-négatives pourraient étre responsables de leur différence de
sensibilité : la structure de la paroi des bactéries a Gram positif, constituée principalement de
peptidoglycane, rend ce groupe plus sensible aux extraits. Par contre la paroi des bactéries a
Gram négatif est formée d’une couche externe composée d’un complexe lipopolysaccharides,
des phospholipides et des protéines. Cette couche est une barriere sélective ce qui les rend

moins vulnérables aux extraits que les bactéries a Gram positif (Dixon et al., 2004 ; Martins

et al., 2008).
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Figure 31. Sensibilité des bactéries testées.

L’¢évaluation de I’effet antibactérien des extraits de cyanobactéries a permis également
de faire un criblage des cyanobactéries présentant une quelconque activité. Au total, sur les
neuf isolats de cyanobactéries huit ont présenté une activité antibactérienne, alors que la
cyanobactérie restante a savoir Leptolyngbya spl, n’a pas montré d’activité sur toutes les
souches bactériennes testées. Dans des études précédentes, il a ét¢ démontré que le taux
d’isolement des cyanobactéries productrices de substances antibactériennes en Iran est de

22,4% : 17 souches actives sur 76 (Soltani et al., 2005) ct dans d’autres au Maroc est de
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70 % : 7 souches actives sur 10 (Oufdou et Oudra, 2009). Alors que, Tuyet (2010) en
Vietnam a montré que toutes les souches de cyanobactéries isolées (12 souches) sont actives
au moins sur une des bactéries tests étudiées. Dans cette étude, le taux d’isolement des
cyanobactéries a activité antibactérienne était de 88,8 %.

Par ailleurs, Anabaena sp. est la cyanobactérie la plus active, elle est responsable de
18% des réactions positives, suivie de Leptolyngbya foveolarum, Pseudanabaena sp. et
Leptolyngbya sp2 responsables de 16% des réactions positives pour chacune. Leptolyngbya
sp. et Limnothrix sp. interviennent avec 14% pour chacune et finalement Geitlerinema sp.
et Leptolyngbya boryana sont responsables de 4% et 2% des réactions positives,

respectivement (Figure 32).
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Figure 32. Pourcentage des réactions positives des isolats de cyanobactéries.

Parmi les isolats de cyanobactéries doués d’activité antibactérienne, cinq
(Leptolyngbya  foveolarum, Leptolyngbya sp., Leptolyngbya sp2, Pseudanabaena sp. et
Anabaena sp.) ont un large spectre d’action en inhibant la croissance des bactéries a Gram
positif et a Gram négatif. Les deux isolats Leptolyngbya boryana et Geitlerinema sp. ont un

spectre étroit limité seulement a un groupe de bactéries.
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I11.8. Identification moléculaire
I11.8.1. Amplification du géne de 16S rRNA

Parmi les isolats de cyanobactéries présentant un potentiel antibactérien intéressant,
deux souches « D20 et D8O » ont été retenues pour une éventuelle identification moléculaire.
A cet effet, la région d’ADN codante pour la sous unité ribosomale 16S rRNA est amplifiée
par la technique de la PCR. Les fragments amplifiés obtenus sont séparés selon leur poids
moléculaire par électrophorése sur gel d’agarose. Les résultats de la comparaison des
fragments d’ADN amplifiés avec le marqueur de taille ont montré que la taille de ces

fragments avoisine les 1500 pb (Figure 33).

Figure 33. Electrophorese sur gel d’agarose des fragments d’ADN amplifiés, codant le
gene de 16S rRNA des souches D20 et D8O avec deux répétitions pour
chaque.

Puits M : Marqueur de taille 3kb,; Puits let 2 : ADN amplifié codant le géne de
16S rRNA de la souche D8O ; Puits 3et 4 : ADN amplifié codant le gene de 16S
rRNA de la souche D20.

I11.8.2. Séquencage, correction et assemblage des génes amplifiés

Les séquences de la région d’ADN codante pour la sous unité ribosomale 16s brutes
obtenues sont corrigées et assemblées afin d’obtenir les séquences consensus (Annexe 6). Ces
derni¢éres sont publiées dans la base de données Genbank afin d’avoir des numéros

d’accessions. La comparaison avec la totalité des séquences nucléotidiques indexées dans la
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base de données NCBI, a permis d’établir 1’identité¢ des deux souches étudiées et 1’indication

du degré d’homologie (Tableau 18).

Tableau 18. Présentation des numéros d’accession, le pourcentage de similarité
et I’identit¢ de deux souches de cyanobactéries présentant un potentiel

antibactérien intéressant.

La souche Numéro d’accession L’identité de la souche La similarité
D20 AJ639893 Leptolyngbya sp. 0BB24S04 98%
D8O LN849922 Leptolyngbyaceae LD4 4600 EK 98%

La taxonomie traditionnelle basée sur les descriptions morphologiques et 1’origine
¢cologique a conduit & de nombreuses erreurs d’identification chez les cyanobactéries. De ce
fait, ’application de la génétique moléculaire chez ce groupe de bactéries est une aide
majeure pour identifier et reconstruire les parentés phylogénétiques (El1 Herry, 2008).

Le séquencage du geéne codant la sous-unité 16S rRNA offre un outil de choix pour
I’identification génétique des bactéries, car cette région persiste trés stable et a 1’abri des
mutations (Emanuel et Lorrence, 2009). Avec I’accumulation des données indispensables
sur ce geéne et leur publication dans les banques de données, la notion des amorces
universelles de la région 16S rRNA est engendrée (Arzu et al., 2011).

Dans cette ¢étude, les résultats d’identification par amorces universelles obtenus ont
montré 1’appartenance des deux souches D20 et D8O au phylum Cyanobacteria, a 1’ordre
des Synechococcales et a la famille des Leptolyngbyaceae.

Le séquencage du geéne codant pour I’ARNr 16S de I’isolat D20 a permis d’obtenir
une séquence de 1474 pb. L’alignement de cette séquence avec les autres séquences
disponibles dans la base de données génomiques, puis la réalisation du blast, a permis de
rattacher cet isolat a 1’espéce Leptolyngbya sp. avec un pourcentage d’homologie de 98%.
Concernant la souche D8O, cet isolat a présenté une séquence du géne codant pour I’ARNr
16S de 1359 pb. Les analyses de similitude effectuées n’ont pas permis de rapprocher cet
isolat & aucune espece de cyanobactéries connue (unclassified Leptolyngbyaceae). Ce résultat
est probablement di a I’isolat D8O qui correspond a une nouvelle espéce de la famille des
Leptolyngbyaceae, ou bien au nombre insuffisant de séquences des génes codant la sous unité
16S rRNA correspondantes au cyanobactéries disponibles dans la base de données.

En se basant sur les clés de la classification des Cyanophytes de Komarek et
Anagnostidis (2005), il en ressort que 1’espéce Leptolyngbya sp. est classée dans la famille
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Résultats et discussions

des Pseudanabaenaceae et 1’ordre des Oscillatoriales. En revanche, les données fournies
par D’analyse de séquences de I’ARNr16S ont montré 1’appartenance de cette espece a la
famille des Leptolyngbyaceae et 1’ordre des Symechococcales. Cette confusion entre la
classification traditionnelle et moléculaire est déja signalée par Castenholz (2001). Cet auteur
a révélé que les classifications phylogénétiques chez les cyanobactéries sont encore assez
controversées. En effet, la plupart des bactéries de ce groupe n’ont pas encore un nom
bactériologique valide, ni encore une phylogénie reconnue. En outre, la taxonomie
phylogénétique des cyanobactéries se trouve heurté a un manque de séquences puisque 101

genres seulement ont leur ARNr16S séquencés (Schirrmeister et al., 2011).
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Conclusion

Le présent travail porte sur 1’isolement des souches de cyanobactéries a partir de
certains écosystémes aquatiques algériens, le criblage de 1’effet antibactérien de leurs
substances bioactives vis-a-vis de certaines bactéries d’infections nosocomiales ainsi que
I’identification moléculaire des isolats ayant montré une bonne activité antibactérienne.

L’utilisation du milieu de culture BGI11 additionné d’agent sélectif a permis
I’isolement de neuf isolats différents de cyanobactéries a partir de six échantillons d’eau issus
des régions de Sidi Bel Abbes et de Tlemcen. L’identification morphologique des isolats a
révélé leur appartenance aux genres: Leptolyngbya, Limnothrix, Geitlerinema,
Pseudanabaena et Anabaena avec la dominance du genre Leptolyngbya.

Sur le plan phytochimique, les souches de cyanobactéries isolées se sont montrées
riches en métabolites secondaires notamment, les flavonoides, les tannins et les alcaloides.

Bien que la phycocyanine semble étre la principale phycobiliprotéine dans la plupart
des isolats, I’espéce Limnothrix sp. est montrée riche en chlorophylle a.

Par ailleurs, 1’activité antibactérienne est évaluée sur des souches d’infections
nosocomiales isolées a partir de prélévements issus de patients hospitalisés au niveau de
I’Hopital Militaire Régional Universitaire d’Oran. L’utilisation des tests biochimiques, suivie
d’une confirmation par MicroScan WalkAway System a permis d’identifier vingt souches
appartenant aux especes suivantes : Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.

A T’issue de ce test, huit isolats de cyanobactéries (soit environ 88 %) parmi les neuf
¢tudiés, ont produit des substances bioactives qui présentent une activité antibactérienne vis-
a-vis de bactéries isolées. Les substances intracellulaires extraites par le méthanol et les
substances extracellulaires ont présenté I’effet inhibiteur de la croissance le plus important a
I’égard d’E. coli, de K. pneumoniae, d’A. baumannii et de S. aureus. Les souches de
P. aeruginosa sont les plus résistantes aux extraits cyanobactériens.

La souche Anabaena sp. (D11M) est la cyanobactérie la plus active, elle est
responsable de 18% des réactions positives, suivie de Leptolyngbya foveolarum (D20),
Pseudanabaena sp. (D60) et Leptolyngbya sp2 (D8O), responsables chacune de 16% des
réactions positives.

Parmi les isolats de cyanobactéries présentant un potentiel antibactérien intéressant,
deux souches « D20 et D8O » ont fait I’objet d’une identification moléculaire. Les résultats
de cette identification ont montré I’appartenance de ces deux cyanobactéries a la famille des
Leptolyngbyaceae. Le séquengage du géne codant pour I’ARNr 16S de I’isolat D20 a permis

de rattacher cet isolat a 1’espéce Leptolyngbya sp. avec un pourcentage d’homologie de 98%.
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Conclusion

Concernant la souche D8O, les analyses de similitude effectuées n’ont pas permis de
rapprocher cet isolat a aucune espéce de cyanobactéries connue (unclassified
Leptolyngbyaceae). 11 semble donc treés plausible, que I’isolat D8O soit une nouvelle espéce
de la famille des Leptolyngbyaceae.

Les résultats obtenus dans cette ¢tude sont d’une grande importance, ils peuvent
contribuer a renforcer et a enrichir le pauvre arsenal antibiotique qui existe a ce jour.
Cependant, des études approfondies doivent complémenter ce travail a savoir :

» L’¢étude structurale et I’identification compléte de chacune des molécules bioactives
produites par le biais des techniques chromatographiques et spectrométriques notamment
les spectres RMN et la spectrométrie de masse en tandem couplée a la chromatographie
liquide (LC-MS/MS).

» L’optimisation des paramétres culturaux afin d’améliorer la production d’antibiotiques.

» La réalisation des tests génétiques plus rigoureux comme 1’hybridation ADN/ADN pour
pouvoir proposer la souche D80 comme étant nouvelle.

» La poursuite de la recherche de nouvelles souches appartenant aux cyanobactéries a partir
des écosystémes originaux (sebkha, sources thermales, surfaces rocheuses de régions

désertiques ...).
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Annexes

Annexe 1

» Composition du milieu de culture BG11 (Stanier et al., 1971)

Milieu a préparer (pour 1L d'eau distillée)

NaANO3. e I,5¢g
KoHPOu4. ..o, 0,04 ¢
MgSO4.7TH20......cooviiiiiiiiiiiiiivieenecvieeeee.. 0,075 g
CaCl2. 2H2O. .o, 0,036 g
ACIE CITIQUE. ...veeeveeiieee ettt 0,006 g
EDTA disodique.........ccooviviiiiiiiiiiiiinannnnn. 0,001 g
Na2CO3 i, 0,02 g
Citrate de fer ammoniacal............ccccocoveeveveennenn. 0,06 g
Solution de sels métalliques™...........ccccccueeienen 1 mL

*Solution de sels métalliques (pour 1L d'eau distillée)

H3BOs.oooiiiiii 2,86 g
MnCl2.4H20.......ccooiiiiiiinn, 1,81 g
ZnSO4.7TH20.....ccooiiiiinn, 0,222 g
NazMoO4.2H20..........covenene. 0,39 g
CuSO4.5H20......ccooiiiiiiiii, 0,079 g
Co (NO3)2.6H20..........cvnnn 0,0494 ¢

Le pH est ajusté a 7,1 et le milieu est stérilisé a 120°C pendant 20 min.
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Annexe 2

Dispositif pour I’identification des cyanobactéries : microscope Carl Zeiss model (Axiostar

plus) doté d’une caméra uEye32 numérique
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Annexe 3

» Préparation de la solution tampon phosphate 0,05M (pH=6,8)

Solution A :

Dissoudre 1,816 g de KH2PO4 dans 200 mL de 1’eau distillée.

Solution B :

Dissoudre 2,322 g de KxzHPO4 dans 200 mL de 1’eau distillée.

Préparation:

Meélanger 188,8 mL de solution A avec 11,2 mL de solution B, pour 200 mL de solution de

tampon.

» Composition du réactif de Wagner

Iodure de potassium (KI)........cccceeevieniieannennne. 2g
[0de (12)eeeeeiieeieeeeeeeeeeeee 1,27 g
Eau distillée..........cooveviieiiiiieiieiecceeen 100 mL
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Annexe 4

Description morphologique des especes de cyanobactéries isolées a partir de deux

écosystémes aquatiques algériens « I’oued Mekerra et cascades d’El Ourit »

Isolats de Organisat. Organite Dimensions Cellule Gaine Ramificat.
. /Forme des cellules différenciée
cyanobactéries
(um)
Larg. | Long.
Les Oscillatoriales
Leptolyngbya sp. | Filamenteux / 1,73 1,26 Non Epaisse/ Non
droit / Incolore
Solitaire
Leptolyngbya sp1 | Filamenteux / 1,99 2,30 Non Fine/ Non
droit / Incolore
Solitaire,
en masse
Leptolyngbya sp2 | Filamenteux / 1,60 1,34 Non Epaisse/ Non
droit / Incolore
Solitaire
Leptolyngbya Filamenteux / 1,57 2,01 Non Fine/ Non
foveolarum droit / Incolore
Solitaire,
en masse
Leptolyngbya Filamenteux / 1,49 1,45 Non Fine/ Non
boryana droit / Incolore
Solitaire,
en masse
Pseudanabaena Filamenteux/ | Aérotopes 1,37 1,45 Non Absente Non
sp. Solitaire intercellula
ires
Limnothrix sp. Filamenteux | Aérotopes 1,83 4,10 Non Absente Non
droit / polaires
Solitaire
Geitlerinema sp. | Filamenteux | Filaments 0,82 / Non Absente Non
droit / mobiles
Solitaire,
en masse
Les Nostocales
Anabaena sp. Filamenteux / 1,48 1,62 | Formation Absente Non
droit / d’akinétes et
Solitaire d’ hétérocystes
intercalaires/
Cellules
terminales
coniques
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Annexe 5

Confirmation des résultats de 1’identification et de I’antibiogramme des souches bactériennes

d’infections nosocomiales par I’automate WalkAway de Siemens
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Annexe 6

Composition en paires de bases des séquences consensus des génes codant la sous unité

ribosomale 16S des souches D20 et DS8O.

GEAMACGACTGCTAATGCCCCATATGCCGAGAGETGARATGEGTTTTTTCGCC
TAAGGATGAACTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTAATGCGACTACCAAGGCGACGA
TCAGTAGCTGGTCTAAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTTTTCCGCAATGEGCGCAAGCCTCGACGGAGCANCGCCG
CETGAGGGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCT GGGAAGAAGAACTGACGE
TACCAGAGGAATAAGCCTCGGCTAACTCCGTGC CAGCAGCCGCEGGTAAGACGGAGGAGETC
AAGCETTATCCGGAATTATTGGEGCGTAANGCEGTCCGCAGGCGEGTTTAT TAAGTCTGTTGT
CAANMGCCCACAGCTCAACTGTGGATCGGCAATGGAAACTGGTGAACTTGAGTGTGGTAGG
GETAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGETGAMNTGEGCEGTAGATATCGGEAAGANCACCAGTGE
CGAMAGGCGCTCTACTGGGCCACANACTGACGCTGAGGGACGAMAGCTAGGGGAGCGAMNGG
GATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGTGTTGGACGTATCGA
CCCGTGCAGTACCGTAGCTAACGCGTTAMGTATCCCGCCTGEGEAGTACGCACGCANGT 5
TGAMMCTCAAMGCGAAT TCGACGEGGGCCCEGCACANGCGETCCGAGGATGTGGTTTAATTCGA
TGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCACGAATCTTTGT GAAAGCAGAGAG
TEGCCTTCGEGAGCGTGAACACAGETGGTGCATEGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCEGTGAGAT G
TTGGGTTAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTGGCCATCAT TAAGT TGGGEC
ACTCTAAAGAGACTGCCGTGGACAACACGGAGGAAGGTGEEGGACGACGTCAAGTCATCAT
GCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTCCTACAATGCTACAGACAGAGGGCAGCANGCGC
GCGAGTGCAAGCARMMT CCCATAANACTGTGGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCC
TGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGT CAGCATACTGCGEGTGAATACGTTCCCG
GECCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGEGAGTTGGCCACGCCCGAMAGTCETTACTCT
ARMCCEGTTCGCGGAGGAGGGCGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGEGGEGTGAAGTCGTAACARA
GETAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTAGGGAGACCTACC

Composition en paires de bases de la séquence consensus du geéne codant la sous unité

ribosomale 16S de la souche D20.

GGAACGGTCGCTAATACCGGATGAGCCGCAAGGTAARANGCGATTTATCGCCAANGGAT
GAGCTCGCGTCGGATTAGCTAGTTGETAGT GTAATGGACTACCAAGGCGACGAT CCGTAG
CTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGT GGG
GAGGAAGGTCTGTGGATTGTAAACCCCTTTTGACTGGGAAGAACACAATGACGGTACCAG
TCGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGET
TATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTTAGCAAGTCTGCTGT CAARAGCT
GCGAAGCTCAACTTCGTATAGGCCGTGGAAACTGCTGAACTTGAGTGTGATAGGGGCAGA
GGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAAT GCGTAGAGATTGGGAAGAACACCGGTGGCGARANG
CGCTCTGCTGGETCATAACTGACACT GAGGGACCGARMMGCTAGGGGAGCGARANGEGATTAG
ATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGGTACTAGGCGTTGACCGTATCGACCCGEGT
CAGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTACCCCGCCTGGGEGAGTACGCTCGCAAGAGTGAANC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAAC
GCGAAGARCCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAACCTTCATGAANGTGAGGGGTGCCTT
CEEGAGCGCGALACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT GGGET
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCGTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTG
GCGAGACTGCCGGTGACAANCCGGAGGAAGGTGGGEGAT GACGTCAAGT CAGCATGCCCCT
TACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTGCGGACARNGGCGAMGCCAMC CAGCGATG
GTGCGCGAATCCCATAMMCCGTGGCTCAGT TCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATG
AAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGEGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACT CCAACCGC
AAGGAGGAGGGCGCCGAAGGCAGGGCTGATGACT GGG TGAAGTCGTAACAMGGTAGCCG
TACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTAGGG

Composition en paires de bases de la séquence consensus du géne codant la sous unité

ribosomale 16S de la souche D8O.



