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Résumé

Ce travail a pour objectif de valoriser la fraction microscopique des bioressources
marines. Nous avons recherché chez une collection de souches symbiotiques a cing especes
marines différentes, des éventuelles activités enzymatiques et /ou antimicrobiennes d’intérét en

biotechnologies et santé.

Des méthodes microbiologiques classiques sont utilisées pour 1’isolement, la
purification et I’identification préliminaire des souches. Les activités enzymatiques sont
recherchées sur des milieux préparés par nos soins a base des substrats enzymatiques en
question. Les éventuelles activités antibactériennes et antifongiques sont criblées par
antagonisme, en affrontant nos souches a quatre especes bactériennes et deux especes fongiques

pathogenes.

Quarante-deux souches bactériennes sont isolées et purifiées. L’étude des activités
enzymatiques a montré que 80,95% des souches possedent une gélatinase. Pres de 28.5% ont
une cellulase et 25% ont une amylase, alors que 21.4% des souches uniquement sont dotées
d’une estérase. Les 23.8% des activités lipolytiques sont réparties en 33,33% d’activités
lipasiques, et 2.38 % d’activités lipolytiqueliprotéolytique. Enfin, 21% seulement des

souches présentent une activité protéolytique.

Nos résultats ont montré aussi que 71.41%des bactéries symbiotiques marines ont
présenté une activité antibactérienne contre Pseudomonas aerugenosa. Par ailleurs, 61, 90 %
des souches inhibent la croissance de Staphylococcus aureus et pres de 52,38 % inhibent celle
d’E. coli. 33,33 % uniquement de nos souches ont une activité vis-a-vis de Bacillus cereus et
d’Aspergillus niger Alors qu’aucune activité antifongique n’a pu étre enregistrée contre

Candida albicans.

Nos résultats montrent le potentiel de certaines souches a produire des molécules
enzymatiques et antibiotiques intéressantes. Ces derniéres méritent d’étre le sujet d’études

ultérieures en termes de production, optimisation et ingénierie moléculaire.

Mots clés : microorganismes symbiotiques, bioressources marines, activités enzymatiques,
activités antimicrobiennes, especes marines.



Abstract

This work aims to enhance the invisible fraction of marine bioresources. We searched a
collection of symbiotic strains with five different marine species for possible enzymatic and/or
antimicrobial activities of interest in biotechnology and health.

Conventional microbiological methods are used for isolation, purification and preliminary
strain identification. Enzymatic activities are sought on media prepared by us containing the
enzymatic substrates in question. The possible antibacterial and antifungal activities are
screened by antagonism, by confronting our strains with four bacterial species and two

pathogenic fungal species.

Forty-two bacterial strains are isolated and purified. The study of enzymatic activities
showed that 80.95% of the strains possess a gelatinase. Nearly 28.5% have a cellulase and 25%
have an amylase, while 21.4% of the strains only have an esterase. The 23.8% of lipolytic
activities are divided into 33,33% of lipase activities, and 2.38% of lipolyticliproteolytic

activities. Finally, only 21% of the strains show proteolytic activity.

Our results also showed that 71.41% marine symbiotic bacteria exhibited antibacterial
activity against Pseudomonas aerugenosa. In addition, 61.90% of the strains inhibit the growth
of Staphylococcus aureus and nearly 52.38% inhibit that of E. coli. 33.33% only of our strains
have activity against Bacillus cereus and Aspergillus niger While no antifungal activity could

be recorded against Candida albicans.

Our results show the potential of certain strains to produce interesting enzymatic and
antibiotic molecules. The latter deserve to be the subject of further studies in terms of

production, optimization and molecular engineering.

Keywords: symbiotic microorganisms, marine bioresources, enzymatic activities, antimicrobial

activities, marine species.
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Introduction

Selon les estimations des scientifiques, la vie est née dans les océans il y a 3,8 milliards
d’années (Universalis). Comparée aux 400 millions d’années de la vie continentale, nous
pouvons en partie comprendre pourquoi la diversité génétique du milieu marin est de loin
beaucoup plus grande que celle se trouvant sur tous les continents. En effet, on dénombre
actuellement 28 phyla marins dont 13 phyla endémiques, mais seulement 11 phyla terrestres.
Philippe (Goulletque et al ;2013)

La biodiversité d’un systéme dépend aussi largement de sa taille. Le milieu marin occupe pres
de 72% de la surface de la planéte. La vie marine est en grande partie faite d’organismes
unicellulaires procaryotes majoritairement méconnues, bien qu’ils jouent un role majeur dans
les cycles biogéochimiques. Encore faut-il se rappeler que 90 % des especes marines sont a
identifier. (Fradin et al ;1982)

La biotechnologie marine appelée aussi la biotechnologie bleue est I’exploration et I'utilisation
de la biodiversité marine comme source de nouveaux produits, en bio-prospectant
I'environnement et en utilisant la biologie moléculaire et I'écologie microbienne dans les

organismes marins pour obtenir des produits bénéfiques pour I'hnumanité. (Mayer et al ;2017)

La biotechnologie marine a des applications multiples dans le domaine de la santé ou certains
produits sont déja en utilisation clinique ou encore en phases de tests cliniques (antidouleurs.
Anticancéreux...), Ces produits ont des applications dans 1’industrie pharmaceutique en tant
qu’antioxydants, antibiotiques, analgésiques, antineoplasiques, agents anti-inflammatoires et

antifongiques (Murray et al.,2013).

Les polysaccharides issus d’algues (alginate. Carraghénanes...)qui servent de stabilisant
,gélifiant, épaississant utilisés dans les industries agro-alimentaire et cosmétiques et dans le
domaines cosmétiques un premier succes Grace a son partenaire Botanik, BIOTECAL a fété
en décembre 2016 la mise sur le marché du premier produit cosmétique contenant des produits
100% calédoniens dont des EPS,Ces derniers ont été testés cliniquement pour des effets lissants

et hydratants pour la peau avec un indice de 90% de satisfaction par les évaluateurs.)

Dans les domaines des brocards, il s’agit de production d’enzymes dégradent les produits

lignocellulosiques et de production de macroalgues génératrice de bicarbonate.




C’est dans cette optique, notre travail s’inscrit. Il vise a valoriser la fraction microscopique
des bioressources marines notamment les microorganismes symbiotiques de quelques espéces

marines.

Dans un premier temps, nous allons isoler puis purifier des microorganismes symbiotiques a

cing especes marines pour construire une collection de souches microbiennes.

Dans un second temps, nous allons chercher chez cette collection de souches, par des moyens
microbiologiques classiques, des éventuelles activités enzymatiques et / ou antimicrobiennes

(antibactériennes et antifongiques) d’intérét en biotechnologies et sante.
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1.1 Généralités

1.1.1 Généralités sur la Méditerranée
La Mediterranée se présente au plan structurel comme un ensemble de deux bassins
(oriental et Occidental) séparés par un seuil dont la profondeur entre la Sicile et la Tunisie ne

dépasse pas les 400 m.

La circulation profonde dans cette zone est insuffisante, et a son point le plus profond,
sa température est proche de celle de I'océan Atlantique dans le détroit de Gibraltar. Ainsi, la
température des eaux méditerranéennes est d'environ 13C°. La mer Méditerranée est considérée
comme un océan tempéré chaud a T°13C° toute I'année et avec une salinité moyenne estimé a
38%o (Thibaut., 2001).

En surface, elles peuvent atteindre 28°C en été. La région se caractérise par des éetés
nettement secs et, selon les sous-régions, les plus fortes précipitations sont en automne ou en
hiver (A. DOUGUEDROIT.,1997 ; E. XOPLAKI.,2002). Ainsi la Méditerranée est

considérée comme un véritable réservoir thermique (Pagney., 1994).

C'est une mer relativement profonde et la profondeur moyenne est estimée a 1500m. Le
point le plus profond de la Méditerranée est I'un des gouffres de Matapan (en Grece) a 5121m.

Le plateau continental n'a pas plus de 200 metres de profondeur.

Le courant général va de 1’Ouest vers I’Est, entre en surface par le détroit de Gibraltar, suit
les cotes algériennes, continue le long de la cote nord de la Sicile et remonte vers le Nord-Ouest

en suivant les cotes italiennes (Thibaut., 2001).

1.1.2 Genéralités sur le littoral Algérien

L’ Algérie est le plus grand pays d'Afrique apres la scission du Soudan.

Le littoral algérien s'étend sur 1 600 km d'ouest en est, entre les longitudes 2, 2°W et
8,5°E. Le bassin algérien (parfois appelé Afrique du Nord) a un fond presque plat a environ
2700 m (Auzende.,1978), et la salinité moyenne des eaux de surface sur la cote d'Oran,
I'Algérie est comprise entre 35,85 % et 36,4% (Millot.,1999).

La bordure nord de I'Algérie a une forme assez simple, avec des plateaux continentaux tres
étroits (généralement moins de 10 km sauf pour quelques baies) et des pentes continentales

abruptes (10° en moyenne, parfois 20°) (Leclaire, 1968., 1972).
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Les diverses ondulations de la cdte avec des caractéristiques géomorphologiques et
topographiques assez spécifiques de la Méditerranée occidentale se refletent dans la hauteur du
plateau continental extrémement réduit en son centre. Les profonds canyons sous-marins se
situent surtout sous les cotes de la région d'Alger et peuvent céder la place au fond normal de
la zone cotiere sur les bordures est et ouest, ou les températures moyennes de I'eau sont élevées
(figure 1).

Figure 1 : A gauche la Zone accore cétiere, région de Tipaza a Cherchell, a droite la Zone

accore cotiere, région de Alger les oiseaux, Hammamet.

1.1.3 Geénéralités sur la biodiversité marine en Algérie

Dans son patrimoine naturel, 1’ Algérie accorde une place privilégiée aux ressources
biologiques et a leur diversité. La biodiversité algérienne globale compte environ 16 000
espéces (Mediouni., 2000a), cependant 1’économie algérienne exploite moins de 1% de ce

total.

A D’échelle mondiale, la biodiversité marine renferme un nombre non négligeable
d’espéces (Vaught et al., 1989).

La biodiversité marine algérienne est considérée parmi les plus élevées du bassin
méditerranéen (Grimes et al., 2004). Le littoral algérien abrite des écosystémes remarquables
(Tarik et al.,2015).
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La diversité biologique marine connue s’éléeve a 3183 especes dont 3080 ont eté
confirmees apres 1980. Cette richesse comprend 720 genres et 655 familles. La_flore marine est

estimée, quant a elle, a 713 espéces regroupées dans 71 genres et 38 familles.

Si’on rajoute la végétation littorale et insulaire, la faune ornithologique marine et littorale, la
biodiversité totale connue de I’écosystéme marin cotier algérien est de 4150 espéces, dont 4014
sont confirmées pour un total de 950 genres et 761 familles. Néanmoins, il faut souligner que

ces chiffres ne refletent pas la biodiversité réelle, mais plutdt celle connue (Saida,2003).

Les micro-organismes et procaryotes, peu étudiés dans ce contexte malgré leur potentiel
biotechnologique avéré, mieux connu en milieux terrestres et dulcicole, ne sont pas discutes,

d’autant que les avancées dans ce domaine demeurent trés timides.

La totalité du phytoplancton du bassin occidental de la Méditerranée, est estimée a 700
taxa. La richesse spécifique du phytoplancton en Algérie atteindrait 303 especes, pour un total
de zooplancton de 457 especes.

Tableau I : Nombre des espéces marines actualisé apres 2010 en Algérie (ministére de
I'aménagement de Territoire et de I'environnement)

Le Groupe 2000 2009 2014

Algues 468 295

macrophytes

Spermaphytes 4 4 4

Total flore 681 802 802
Mollusques 663

Annélides 740

polychetes

Crustacés 864

Divers groupes de 89

fonds meubles

Divers groupes de 597

fonds durs

Divers groupes 154

zooplanctonique

Total invertébrés 1892 1892 3107 3107
Reptiles 2 2

Poissons 300 328

Mammiferes 9 11

Total vertébrés 311 341 341

Total géneral 4250




1 Revue bibliographique

1.2 Apercu sur les espece marines étudiees

1.2.1 Les macro algues

Le terme macro algue fait référence a un groupe d'organismes eucaryotes
multicellulaires capables de réalise la photosynthése est divisée en trois embranchements
distincts : les Phaeophyceae (algues brunes), les Rhodophyceae (algues rouges) et les
Chlorophyceae (algues vertes). D'un point de vue évolutif, les algues vertes se séparent des
algues rouges avant de produire des plantes terrestres. Par conséquent, ils appartiennent au
méme groupe Archaeplastida. D’autre part, Les algues brunes émergent indépendamment aprés
une endosymbiose secondaire L'ancétre commun du groupe SAR (Résistance systémique
acquise) des algues rouges unicellulaires. Les principales différences morpho-biologiques entre
les macro algues et les plantes terrestres est qu’il n'y a pas de tissu conducteur de racines et de
séve dans les algues, et une grande quantité de la diversité des cycles de reproduction,

n'impliquent jamais de fleurs ou de graines (Maria.,2017).

1.2.1.1 Asparagopsis taxiformis
A.taxiformis a été décrite en 1845 en mer Méditerranée a Alexandrie en Egypte
,mais ’origine du specimen décrit, est incertaine de méme que 1’Aire de distribution naturelle

de cette espece (figure 2).

C'est une algue rouge marine superficielle subtidale, de 10 a 30 cm de haut, avec des bases de
stolons densément définies par des branches radialement latérales. La structure est uni axiale
avec trois axes peéri cellulaires. Les cellules d'Asparagopsis taxiformis sont denses et de
couleurs entre le rouge et le brune et le rose (figure 2).

A taxiformis est capable de faire une reproduction de fagon sexuée et asexuée qui se caractérise
par un stade gamétophyte macroscopique appelé "Asparagopsis" et un stade tétrasporophyte
macroscopique appelé stade "Falkenbergia™. Le succés de sa reproduction vegétative peut
expliquer la propagation rapide de A.taxiformis et sa large distribution cosmopolite des zones
tropicales aux zones tempérées chaudes durant toute 1’année méme si elle semble présenter des
phases de croissance plus importante entre la saison fraiche et le début de 1I’été (Price et

al.1986,Bonin et al.,1987, Saliva et al.,1996, Boudourseque et al., 2002).
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Figure 2 : A gauche identification d'A. taxiformis par Delile extrait des planches (1813) a

droite Aspagopsis taxiformis rhodophycée (cndrb.dz)

1.2.2 Les spongiaires

Les spongiaires, sont des animaux marins non mobiles qui vivent fixés sur le sédiment.
Leur répartition couvre I’ensemble des océans du globe. Elles inhalent et exhalent par des pores
connectes a une chambre contenant des choanocytes qui sont des cellules flagellées permettant
de ramener les aliments et ils se développent depuis les plus faibles profondeurs jusqu’a plus
de 2000 metres au-dessous du niveau de la mer. Ils sont subdivisés en trois classes : les

Demospongiae, les Hexactinellida et les Calcarea.

1.2.2.1 Spongia officinalis

Spongia officinalis (Linnaeus,1759) est une éponge globulaire de couleur foncée,
finement conuleuse, trés compressible, spongieuse et élastique. A l'intérieur, elle est de couleur
claire entre le noir et le blanc, plus foncées lorsqu'elles sont exposées a la lumiére directe, claires
lorsqu'elles poussent dans l'obscurité. Elle a généralement plusieurs oscules sur la face

supérieure. Elle n'a pas de spicules, juste un réseau confus de fibres spongieuses jaunes
(figure 3).

C'est une espece méditerranéenne, signalée également a quelques reprises le long des cotes

atlantiques de I'Espagne.

Figure 3: Spongia officinalis (shutterstock )
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1.2.3 Les échinodermes

Les échinodermes (Embranchement des Echinodermata) c'est I'une des meilleurs
faunes reflétés dans les archives fossiles. Les plus anciens échinodermes reconnus proviennent
de Cambrien, il y a environ 540 millions d'années. Ils sont considérés comme un taxon a partir
de 1847 (Bottjer et al., 2006). Ils sont répartis sur toute la cote d’Ecosse et d’Irlande (Byrne,
1990 ; Moulin et al., 2011) depuis I’ Atlantique Nord, (Byrne, 1990 ; Moulin et al., 2011)
jusqu’au Maroc (Bayed et al.,2005), Sa distribution est affectée par la température, les espéces
sont particuliérement communes dans les zones ou les températures de I'eau varient entre 10 et
15°C en hiver et entre 18 et 25°C en été.

1.2.3.1 Arbacia lixula

L’oursin noir Arbacia lixula (Linnaeus, 1758) est considéréee comme I'un des macro-
invertébrés les plus fréquents dans les récifs méditerranéens peu profonds (Gianguzza et
al.,2013). C'est un oursin noir régulier avec un épithélium homogene, relativement plat, avec

de longues épines dures (Figure 4).

e —

Figure 4 : Arbacia lixula (shutterstock)

1.2.3.2 Echinaster sepositus

Echinaster sepositus est une étoile de mer trés commune sur la facade méditerranéenne.
Elle affectionne les substrats durs comme les rochers, depuis la surface jusqu'a de grandes
profondeurs (au moins 250 m de profondeur). Cette étoile de mer (figure 5) a un diametre de
10 a 20 cm. Elle est de couleur rouge ou orange-rouge vif, leur reproduction est sexuée, du

printemps a 1’automne.
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Figure 5 : Echinaster sepositus (shutterstock)

1.2.4 Les mollusques
Les mollusques existent depuis longtemps et constituent une partie importante de la
faune mondiale, car ils sont apparus en méme temps que la plupart des phylums animaux il y a

environ 550 millions d'années (MolluscaBase).

En Méditerranée, ils constituent I'un des groupes d'invertébrés les plus importants,
représentant environ un quart des espéces. lls sont également une importante source de
nourriture pour de nombreux animaux marins et sont récoltés et élevés pour la consommation

humaine (MolluscaBase).
Ils sont caractérisés par :

*Un manteau (avec un épiderme sécrétant une coquille de carbonate de calcium) qui recouvrant

la masse viscérale
*Une masse viscérale dorsale contenant des organes internes.
*Un pied ventral, musclé, de formes variées.

*Un organe rapeux dans la partie antérieure du tube digestif, la radula.

1.2.4.1 Indothais lacera

Indothais lacera est une espéce d’escargot de mer, un mollusque gastéropode marin de

la famille des Muricidae, les escargots murex ou escargots de roche.

Cette espece est répartie dans 1’océan Indien le long de 1'Afrique du Sud, dans la mer Rouge

(ine, P.1986), dans la mer Méditerranée et dans I’océan Pacifique le long de 1'Asie du Sud-Est.
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Dont la coquille en forme de spirale mesure taille +3.5cm avec une largeur d'ouverture de 1,0-
1,4 cm. Sa couleur est beige entrecoupée de quelques taches de différentes couleurs, et son pied

tres développé est particuliérement apprécié d’un point de vue gustatif (figure 6).

Figure 6 : Coquille Indothais lacera (shutterstock)
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1.3 Lasymbiose microbienne
Toute forme de vie sur terre se développe grace a I’interaction qui se produit entre
I’environnement et tous les étres vivants ainsi aux relations qui s’établissent entre les différentes

especes.

1.3.1 Définition de symbiose

La symbiose peut étre définie comme une association spécifique et durable de deux ou
plusieurs especes différentes qui sont en contact direct de 1’un avec ’autre dans le but d’obtenir
un bénéfice. Les partenaires du symbiote sont appelés 1’hdte et le symbiote. La symbiose joue
un réle important dans la nutrition et adaptation a environnement. 1l existe plusieurs types de
bactéries symbiotiques. L’existence de populations symbiotiques dépend de certaines
conditions environnementales, établissant ainsi la capacité des symbiotes a s’adapter
rapidement aux changements environnementaux (Halary, S., 2009). Les relations symbiotiques
sont trés importantes dans 1’environnement car elle permette a de nombreuses espéces de
survivre. La symbiose est considérée comme un activateur de 1’évolution de ces espéces en

parvenant a améliorer leur mode de vie.

Le symbionte vie a I’intérieur ou a la surface de 1’héte. On parle d’une endosymbiose
si I’'microorganisme vie a I’intérieur des cellules de 1’hote ou dans les espaces qui les sépare. Si
le symbionte vit a la surface de I’hdte, on parle d’une exosymbiose. Par ailleurs, on peut aussi
classer la symbiose comme obligatoire lorsque la relation et nécessaire a la survivre de 1’un des
participants, et facultative lorsque la relation profite a I’un des organismes mais n’est pas

nécessaire a sa survivre.

1.3.2 Mode de transmission des microorganismes symbiotiques :

Les symbiontes microbiens peuvent coloniser un nouvel organisme hote par deux

modes de transmissions possibles :

1.3.2.1 La transmission verticale :
Les symbiotes intracellulaires se transmettent majoritairement par la circonvolution de

la distingué germinale femelles par ’intermédiaire de gameétes ou d’embryons (Szklarzewicz
&amp; Michalik 2017).
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1.3.2.2 La transmission horizontale :

Désignant 1’acquisition d’un symbiote a partir de I’environnement ou d’autres
individus porteurs. Le symbiote transmis horizontalement peut &tre un microorganisme avec un
mode de vie libre ou provenir d’un autre organisme ou congéneére sans qu’il y ait forcément

d’apparentement entre les deux individus (Bright & amp ; Bulgheresi ., 2010).

a Horizontal transmission from the environment
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Figure 7 : Mode de transmission des symbiontes microbiennes (Bloa, S. L. (s. d.). Rimicaris
exoculata. 282)

1.3.3 L’intérét de microorganismes symbiotiques

Certains symbiontes bactériens peuvent conférer une protection vis-a-vis des
pathogenes ainsi que les agressions environnementales, en particulier lorsqu’un partenaire vit a
intérieur d’autre. Il présente un grand intérét en tant que source prometteuse de produits
d’intérét chimique et de métabolites secondaires réactifs. Les conditions chimiques et physiques
du milieu marin et 1’énorme pression des concurrents (prédateurs et agents pathogeénes) ont
entrainé la production d’une large gamme de métabolites secondaires chimigquement divers,
dont certains sont considérés comme des composés principaux importants pour le
développement de médicaments. Plus de 40 000 produits naturels marins ont été identifiés a
partir d’une variété organismes marins, y compris des microorganismes qui se sont avérés étre
la véritable source de ces molécules bioactives. Ils aident également

a la production de vitamines (Liu et al., 2019).
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1.4 La biotechnologie bleue

1.4.1 Définition

La biotechnologie bleue est en général considérée comme I'utilisation des bioressources
marines étant source d'applications biotechnologiques. Autrement, les ressources marines et les
organismes marins sont utilisés pour développer des produits ou des services a des fins
biotechnologiques (ECORYS., 2014). En revanche, la biotechnologie marine comprend
également Il'application de la biotechnologie développée a partir de n'importe quelle ressource
(marine, terrestre, d'eau douce ou une combinaison des deux) au milieu marin et aux activités

humaines qui s'y déroulent (Collins et al.,2018).

1.4.2 Applications de la biotechnologie bleue

1.4.2.1 Industrie pharmaceutique

L’exploration du milieu marin a conduit a la découverte de plusieurs substances issues
d’organismes marins, dont la production devient une réalité pour I’industrie pharmaceutique.
Ceux-ci comprennent les caroténoides, les acides gras polyinsaturés, les protéines et les
enzymes (Pulz et al., 2004 ; De Jesus Raposo ; Murray et al., 2013), ces produits ont des
applications dans [I’industrie pharmaceutique en tant qu’antioxydants, antibiotiques,
analgésiques, antinéoplasiques, agents anti-inflammatoires et antifongiques (Murray et
al.,2013). Parmi les composés dérives d’organismes marins en usage clinique, quatre sont des
médicaments. Dans les applications cliniques, quatre sont utilisées pour traiter le cancer : la
cytarabine (Cytosars®), la trabectédine (Yondeliss®), le mésylate d’éribuline (Halavens®) et

le conjugué d’anticorps brentuximab vedotin (Acentriss®). (Jimenez et al., 2018).

Les protéases microbiennes telles que la serrapeptase, la serrazime, la lysostaphine, la
L-asparaginase, la L-glutaminase, la streptokinase, la streptokinase-streptodornase et la xiaflex,
sont utilisées dans le traitement des inflammations, des troubles des voies respiratoires, des
maladies cardiovasculaires et du cancer (Chanalia et al., 2011). Grace au développement de la
microbiologie et de I’ingénierie des protéines, les protéases arrivent maintenant assez
fréguemment sur le marché en tant que médicaments/agents thérapeutiques (Shankar et
al.,2021).
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Les lipases sont importantes dans les applications pharmaceutiques des réactions de
transesterification et d’hydrolyse. La lovastatine, un médicament par lequel cette lipase est
largement utilisée pour I’hydrolyse asymétrique de I’ester de 3-phénylglycidate, un
intermédiaire important dans la synthése du chlorhydrate de diltiazem (Gurung et al., 2013
Sharma et al., 2014). Les lipases marines ont présenté des activités anti biofilm contre des
agents pathogénes alimentaires courants tels que Bacillus cereus MTCC1272, Listeria sp.
MTCC1143, Serratia sp. MTCC4822, E. coli MTCC443, P fluorescens MTCC1748, et
Vibrio parahemolyticus MTCC459. (Navvabi et al., 2018)

L’une des applications les plus importantes des agarases qu’elles peuvent étre utilisées
dans la production d’oligosaccharides d’agar qui présentent diverses fonctions biologiques et
physiologiques, notamment une activité antioxydante (Wang et al., 2004), des effets hydratants
et blanchissants sur les cellules de mélanome (Kobayashi et al., 1997), une activité anti-
inflammatoire (Yun et al., 2013), I’inhibition de la croissance bactérienne et (Li et al., 2007).
(Jahromi et al., 2018), anti-obésité, antidiabétique, immunomodulatrice, antitumorale,
antioxydante, etc (Park et al., 2020).

Lee et ses collegues (Lee et al., 2017) ont étudié I’activité antitumorale du
néoagarohexaose (DP6) produit par la -agarase DagA néoagarohexaose (DP6) contre des
cellules de mélanome B16F1 (MCs) en controlant I’interférence entre les cellules dendritiques
(DCs) et les cellules tueuses naturelles (NK) via le récepteur Toll-like 4 (TLR4). Il a été constaté
que DP6 augmente I’activité antitumorale contre les MCs B16F1 par I’intermédiaire de via
I’activation des cellules NK médiées par les DC, de maniére dépendante de TLR4, ce qui
indique que DP6 pourrait étre considéré comme un prometteur pour I’immunothérapie du
cancer (Leeetal., 2017).

1.4.2.2 Industrie Alimentaire

La biotechnologie bleue, ou les milieux aquatiques inspirent a produire divers produits

tels que les additifs alimentaires (Hartmann et al., 2014).

L’ environnement marin offre une énorme source d’aliments sains avec des composes
bioactifs et des métabolites secondaires dérivés d’algues, de champignons, de bactéries,
crustacés, poissons, éponges et autres organismes marins (Lordan et al., 2011). Les enzymes
et les exo polysaccharides obtenus a partir d’extrémophiles ont des propriétés potentielles

uniques pour de multiples applications (Prabha et al., 2020). Parmi ces enzymes on cite :
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Les lipases (triacylglycérol acylhydrolases, E.C. 3.1.1.3) sont des sérines hydrolases qui
catalysent I’hydrolyse des triacylglycérols (TAG) en glycérol et acides gras, la synthése d’esters
a partir de divers alcools et acides gras, et la transestérification. Elles ont plusieurs r6les, comme
dans I’industrie alimentaire, ou elles sont impliquées dans I’amélioration de la qualité du pain
par des changements dans les lipides de la farine ; dans I’amélioration de la saveur du beurre,
du fromage et de la margarine, et dans la synthese de lipides structurés pour les aliments pour
bébés. En outre, les lipases sont utiles pour augmenter le titre des acides gras polyinsaturés dans

les huiles végétales et pour améliorer la digestibilité des lipides naturels.

La cellulase est un complexe de trois enzymes différentes : I’endoglucanase
(E.C.3.2.1.4), I’exoglucanase (E.C. 3.2.1.91) et la B-glucosidase (E.C. 3.2.1.21) (Singh et al.,
2019), impliquée dans les industries alimentaires pour le traitement des jus de fruits et dans

I’extraction de la couleur des jus (Barzkar et al.,2020) .

L’agarase dégrade 1’agar en oligosaccharides d’agar qui ont un large éventail
d’applications dans I’industrie alimentaire ; ils peuvent étre utilisés pour les boissons, le pain et

certains aliments a faible teneur en calories... (Zhang et al., 2010).

1.4.2.3 Industrie cosmétique

La biotechnologie marine joue un réle important dans I’industrie cosmétique, en
présentant de nouveaux composes pour la production de cosmétiques(Vivo-Sesé et Pla;. 2007).
Certains de ces cosmétiques dans lesquels sont incorporés des composés marins ont été obtenus
par biotechnologie et sont déja commercialisés. A titre d’exemple, le complexe DG-ADNR est
I’un des composants de I’extrait enzymatique de lysat de Micrococcus. Le Micrococcus est
dérivé du sol et des océans et possede une grande résistance aux rayons UV.

De plus, il contient I’enzyme UV-endonucléase, qui accélere la récupération des
dommages causés par le soleil et agit dans la réparation de I’ADN. Actuellement, ce composé

est inclus dans les cremes pour le visage (Emiliano, Guimaraes et al.,2012).

Les cosmétiques blanchissants sont trés demandés pour le traitement du lentigo, du
masque de grossesse, de I’hyperpigmentation résiduelle ou I’hyperpigmentation consécutive a
une intoxication médicamenteuse. La tyrosinase est I’enzyme clé de la synthése de la mélanine.

Des inhibiteurs de cette enzyme sont activement recherchés (Pillaiyar, Manickam, et
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al.,2017). De nombreux composés naturels provenant d’organismes marins ont déja été

employés comme inhibiteurs de la tyrosinase (Guillerme et al., 2017).

Les Japonais utilisent 1’oligosaccharide d’agar comme additif cosmétique hydratant, et

il a également de bons effets de conditionnement des cheveux (Rasmussen et al., 2007).

1.4.2.4 Industrie chimique

Plusieurs chercheurs dans le monde entier essaient maintenant d’exploiter les microbes
pour I’isolement d’enzymes alcalines en raison de leur énorme potentiel dans I’industrie
détergent (Chakraborty et al., 2011). La biotechnologie bleue offre cette opportunité en

cherchant des enzymes utiles.

Les amylases (endo-1,4--d-glucanohydrolases EC 3.2.1.1) sont des endoenzymes
extracellulaires qui hydrolysent aléatoirement I’amidon pour donner divers produits, y compris
des dextrines et des polymeéres de plus en plus petits composé d’unités de glucose (Gupta et
al., 2003).

Les enzymes permettent également d’abaisser les températures de lavage. Les amylases
sont utilisées dans les détergents en poudre pour le linge et pour la lave-vaisselle automatique
(Gupta et al., 2003).

On a trouvé que les micro-organismes sont les ressources les plus appropriées pour la
production de protéases (Zhang et al., 2010). La protéase a sérine alcaline provenant d’une
protéobactérie marine a été tolérante au sel, aux solvants, aux détergents et aux agents de
blanchiment, et a montré un potentiel pour I’industrie des détergents et le lavage a sec (Muffler
et al., 2015).

En fonction du site de clivage, les pectinases sont divisées en trois groupes : (1) les
hydrolases composees de la polygalacturonase, PG (EC 3.2.1.15) ; (2) les lyases/trans-
éliminations comprenant la pectinlyase, PNL (EC 4.2.2.10) et la pectate lyase, PL (EC 4.2.2.2)
; (3) pectine estérase, PE (EC 3.1.1.11) (Yadav et al., 2009). Les eaux usées provenant de
I’industrie de transformation des agrumes contiennent des matieres pectinacées qui sont a peine

décomposées par les microbes lors du traitement par boues activees (Tanabe et al., 1986).




1 Revue bibliographique

Les industries de transformation des aliments végétaux liberent de la pectine, contenant
des eaux usées comme sous-produit. Le prétraitement de ces eaux usees avec des enzymes
pectinolytiques facilite I’élimination de la pectine et les rend aptes a étre décomposées par un

traitement par boues activées (Gupta et al., 2005).

(Hobbs et al., 2018) ont caractérisés sept enzymes clés provenant d'une bactérie marine
qui, ensemble, dégradent entierement le squelette de la pectine en ses monosaccharides
constitutifs. Ces enzymes peuvent étre utilisées dans la production de biocarburants a partir de

déchets végétaux.

1.5 Iridescence

1.5.1 Définition

Selon le dictionnaire Larousse I’iridescence :( Qui brille avec des reflets irisé),
irisé :(qui a les couleurs de I’arc en ciel). D’aprés (Mason .,1927) : « iridescence a la capacité
de modifier la couleur d’objet qui la présente quand angle de vision varie ».
Entomologiquement parlant, I’iridescence est une réflectance strictement spectrale (de type arc-
en-ciel) (Nichols et al., 1989). Le terme dérive du latin et du grec * iris’ qui signifie arc-en-ciel

(« Barnhart Concise Dictionary of Etymology » 1988).

L’iridescence peut étre décrite par un autre terme gonochorisme qui est une variation de
couleur selon les angles de lumiere et de vue qui n’est pas percue comme de I’éclat (Ershov et
al., 2004). L’origine de ce phénoméne est liée aux interactions qui se produisent entre la lumiére
et la structure des matériaux (interférence, diffraction) (Berthier 2010 ; Boulenguez 2009),

phénomene d’interférences qui peut avoir lieu, par exemple dans des couches minces, cas d’une

bulle de savon ou par diffraction sur des réseaux, cas du disque compact (Chiraz et al., 2018)
(figure 8).

Figure 8 : A gauche iridescence observée sur les bulles de savon a droite iridescence par une
nappe d’huile.
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1.5.1.1 Interférence

Les couleurs irisées sur les bulles de savon, les nappes d’huile ou d’essence sont causées
par les interférences dans des couches minces. La réflexion est augmentée en superposant
plusieurs couches. Chaque couche est caractérisée par son indice de réfraction (n) et son

épaisseur (e).

Considérons une couche mince dans I’air (figure 9). Soit une onde électromagnétique
de longueur d’onde () incidente sur la couche mince. A la premiére interface, une partie de
cette onde est réfléchie, I’autre est transmise. L’onde transmise se retrouve dans la couche en
position d’onde incidente sur la seconde interface. Elle donne lieu a une onde transmise et une
onde réfléchie. Ce jeu de va-et-vient se poursuit entre les deux faces de la couche et donne un
nombre infini de rayons réfléchis et transmis (Berthier.,2010). Les deux premiers rayons
réfléchis sont d’intensité similaire et les autres rayons sont negligeables. A I’infini, dans la
direction spéculaire, ces deux rayons se superposent. Il y a interférence dans la réflexion
(Chiraz et al., 2018).

A D

n_.
air

mince

Une couche
b

Normale

Figure 9 : Les interférences dans une couche mince prise de (Zeng et al., 2018)
[I 1] = [AD] : chemin optique parcouru par la 1 ére onde

[I 2] = [ABC] : chemin optique parcouru par la 2éme onde
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1.5.1.2 Diffraction

Le phénomeéne de diffraction de la lumiére par des fentes et des objets produit de la
couleur a partir de lumiere blanche exemple : 1’éclairage d’un écran avec une fine fente de
dimension égale aux longueurs d’ondes dans le visible (entre 750 nm et 400 nm) (Kientz

.,2012). Le principe d’un réseau de diffraction est montré en (annexe n°1)

1.5.2 Iridescente chez les animaux et les bactéries

1.5.2.1 Chez les animaux
A Iexception de la bioluminescence, les couleurs animales sont causées par deux
principaux mécanismes, ou par leurs combinaisons :(1) la coloration pigmentaire et (2) la

coloration structurelle (Doucet et al.,2009).

1.5.2.1.1La coloration Pigmentaire
Selon (Chiraz et al., 2018) : « Les pigments sont des petites particules solides qui
apportent la couleur a une préparation liquide ou solide. 1l y a plusieurs sortes de pigments selon

leurs propriétés optiques »

Les couleurs pigmentaires, dans lesquelles les longueurs d’onde de la lumiére entrante
sont sélectivement absorbées par une entité moléculaire spécifique, appelée pigment. La
lumiére réfléchie est donc appauvrie en certaines longueurs d’onde par rapport a la lumiére
entrante (Gruson .,2019).

1.5.2.1.2La coloration structurale

Les couleurs structurelles sont produites par I’interaction physique entre la lumiere et
des variations a I’échelle nanométrique dans les tissus tégumentaires de certains animaux. On
trouve des couleurs iridescentes dans une grande diversité de taxons animaux, allant des
minuscules copépodes marins aux insectes et oiseaux terrestres. Chez les animaux, I’iridescence
est causée par I’interaction de la lumiere avec les tissus biologiques qui sont nanostructures afin

de produire des films minces ou des réseaux de diffraction (Doucet et al., 2009).
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Figure 10 : Exemples des animaux iridescents : de la gauche vers la droite ; Hoplia coerulea,
Polymmatus icarus et Aglaiocercus coelestis.

1.5.2.2 Chez les bactéries

La coloration chez bactéries est reconnue comme étant des pigments, fluorescence ou

bioluminescent (Kientz .,2012) et I’iridescence.

1.5.2.2.1La Pigmentation chez les bactéries

Les pigments bactériens synthétisés dans la paroi cellulaire ou 1’espace périplasmique
sont les: pyrroles, phénazines, caroténoides, xanthophylles, quinines et les dérivés quinone,
Astaxanthin, Canthaxanthin, Indigoidine, Prodigiosin, Pyocyanin, Violacein, Zeaxanthin et
Xanthomonadin (Kientz .,2012),( Ahmad et al., 2013).

1.5.2.2.2La Fluorescence chez les bactéries

Les molécules fluorescentes sont des peptides complexes (sidérophores) telles les
pyoverdines et pseudobactines. La pyoverdine est structurée par, plusieurs groupements
aromatiques, elle absorbe a environ 400 nm et émet a 460 nm (bleu) (Kientz .,2012) .

Pseudomonas sensu stricto produisent et excretent, dans des conditions de limitation du
fer, des sidérophores jaune-vert fluorescents, appelés pyoverdines (Cornelis et al., 2002).

1.5.2.2.3Bioluminescence chez les bactéries

La luciférase des bactéries, contrairement & celle de tout autre groupe lumineux (a

I’exception peut-étre des champignons), est liée a la voie respiratoire, fonctionnant comme un
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transfert d’électrons directement vers I’oxygene au niveau de la flavine réduite. La réaction
d’émission de lumiere se déroule ensuite par la réaction de 1I’oxygéne moléculaire avec la
flavine réduite pour former une espéce proxy intermédiaire luciférase-flavine, dont la
décomposition fournit une énergie (environ 210 kJ mol-I) suffisante pour laisser I’un des
produits dans un état singulier excité électroniquement, avec émission ultérieure de lumiére
(Hastings et al., 1985).

Figure 11: Colonies bactériennes bioluminescentes (SCINCE ET VIE).

1.5.2.2.4L’iridescence chez les bactéries
L’iridescence bactérienne qui est un nouveau critére observé par transillumination, les
bactéries iridescentes contrairement aux bactéries pigmentées se colorent par plusieurs couleurs

selon I’angle d’observation.

L’iridescence a été peu étudiée dans le royaume des procaryotes. Dr Pijper qui découvrit
accidentellement 1’effet coloré particulier de colonies coccoides (Pijper, 1918). 1l évoqua un
phénomeéne de coloration différent de la pigmentation. Pour un étalement homogene, les
couleurs étaient visibles dans le noir avec une source concentrée de lumiére sur une boite de

culture placée entre 1’observateur et la lumicre.

Figure 12 : Bacteries iridescentes (kientz.,2012).
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1.5.3 Intérét de I’iridescence

L’iridescence peut offrir des réles communicatifs intraspécifique (ex : comportement
sexuel) ou interspécifique (ex : avertissement). Les autres rbles seraient liés a la
photoprotection, la thermorégulation, la répulsion d’eau, la réduction de frictions. Le

phénomeéne est trés répandu dans le monde vivant.

Chez les bactéries, 1’exploration des roles fonctionnels de 1’iridescence n’a jamais été

faite.

Les structures périodigques sont également responsables de la réduction de la mécanique
chez certains animaux fouisseurs (Pifieiro-Vidal et al., s. d.). Un role mécanique similaire
pourrait également étre investigué pour I’iridescence bactérienne (Kientz .,2012). La présence
de bactéries iridescentes dans des roches qui a combiné des conditions stressantes de
I’exposition solaire, la dessiccation et les grandes fluctuations de la salinité, peut guider aux
réles biologiques possibles des bactéries iridescentes. (Thermorégulation, protection UV,
filtrage de la lumiére et prévention de la dessiccation) (Meadows et al., 2009 ; Seago et al.,
2009).

Nous supposons alors que les réles de I’iridescence pourraient concorder avec un mode
de vie associé. Une fonction de tolérance a la chaleur a méme été avancée pour I’association
avec les Flavobacteriaceae car celle-ci est restreinte a des climats chauds. Cette fonction
pourrait potentiellement étre liée a I’iridescence bactérienne car la thermorégulation fait partie
des roles non communicatifs de I’iridescence déecrits chez des organismes supeérieurs (Meadows
et al., 2009) .
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2.1 Laboratoire d’accueil

La partie pratique a été réalisée au niveau de deux laboratoires :

*Laboratoire PFE de département de biotechnologie et d’écologie agricole de

I’université Saad DAHLEB (Blida 1) durant la période s’étalant du 25.03.2022 au 01.06.2022.

*Laboratoire d’hygiéne de wilaya de Blida a Bananier.

2.2 Matériel
2.2.1 Matériel biologique

* Espéces marine :

L’algue rouge (A.taxiformis),L éponge (S.officinalis),L oursin (A.lixula),L etoile de mer

(E.sepositus),le coquiallage (Indothais lacera ).
* Les germes tests :
Les souches bactériennes de références :

e Pseudomonas aeruginosa cultivée sur milieu Cétrimide
e Staphylococcus aureus ATCC 19095 cultivée sur milieu Chapman
e Escherichia coli ATCC8739 cultivée sur milieu MAC CONKEY

e Bacillus cereus cultivée sur milieu gélose a amidon
Les souches de champignons microscopiques :

e Candida albicans

o Aspergillus niger

2.2.2 Matériel non biologique
L’ensemble de la verrerie et le gros matériel habituellement présent dans un laboratoire

de microbiologie voir annexe n °2.
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2.3 Meéthodes
2.3.1 Echantillonnage

Des plongeurs professionnels nous ont aimablement assuré 1’échantillonnage des
especes marines, de maniére aseptique, dans des bocaux en verre, a fermeture hermétique qui
ont été préalablement stérilisés. Cing especes marines différentes ont été prélevées en mois de

mars 2022 a partir des sites indiqués dans la figure 13 ci-apres :

Figure 13 : Position géographique de la station El far et Port de Cherchell (Google Earth et
Google Maps)

Les échantillons sont transportés dans une glaciére jusqu’ au laboratoire puis conservés a 4°C

jusqu’a utilisation Le Tableau IT donne plus de détails sur les échantillons.
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Tableau Il : Détail et informations sur le prélevement des espéces.

Wilaya | Alger | Tipaza

Site d’échantillonnage | plage Hammamet | Port de Cherchell
Date de prélévement | 18.03.2022 | 28.03.2022
Heure de prélévement | 12h30min | 11h53min

La distance (plage-site de | 10 km 15 km
prélévement )

Profondeurs Entre 3m et 20m Entre 5m et 10m

Types.d’espéces : 15m .
A.taxformis, f
S.officinalis,
A.lixula,
E.sepositus,
l. lacera

10m 5m

2.3.2 lsolement des bactéries symbiotiques associees aux especes marines
Tous les échantillons sont rincés maintes fois a I’eau de mer stérile avant d’antiseptiser
les tissus superficiels des espéces marines (a I’exception des especes d’algues) a I’aide d’un

coton imbibé d’alcool a 70°.

2.3.2.1 Préparation des solutions meres

Les échantillons sont découpés avec des ciseaux stériles puis broyés aseptiquement a
I’aide d’un mortier préalablement stérilisé. Les solutions meres sont obtenues en mettant en
suspension 10 g de chaque échantillon broyé dans 90 ml de bouillon nutritif a base d’cau de
mer préparé par nos soins (Annexe 3). L’homogénéisation est assurée grace au vortex pendant
au moins 10 minutes. Les solutions meres ainsi obtenues sont incubées, en mode statique, dans

une étuve réglée a 30 °C pendant 24h.
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2.3.2.2 Préparation des dilutions
e Principe

Une dilution en série est une dilution répétée d'une solution mere pour amplifier

rapidement le facteur de dilution.

e Mode opératoire

A partir de chaque solution mére incubée, une série de dilutions décimales jusqu’ a
107 est réalisée dans des conditions d’asepsie. On transvase aseptiquement un ml de chaque

solution mére dans un tube a essai contenant 9 ml de bouillon nutritif a base d’eau de mer. Cette

opeération est répétée jusqu’au tube de la dilution la plus élevée.

1 mlde la solution
meére
10-1
R

Figure 14 : Schéma de préparation des dilutions a partir de la solution mere

2.3.2.3 Isolement des bacteéries sur milieu solide par la technique

Des quadrants
» Principe
Epuiser un dépot initial (& partir des bouillons de cultures) en faisant des étalements

successifs dans quatre différentes directions.
e Mode opératoire

Les souches sont isolées sur une gélose nutritive a base d’eau de mer (Annexe 3), pour
cela on a ensemencé par la technique des quadrants ot on a devisé notre boite Pétrie sur quatre.
Sur le premier quadrant on dépose 1’inoculum en utilisant 1’anse en platine flambée en assurant
qu’elle s’est refroidie, pour chaque échantillon, en allant de la dilution la plus élevée (107)

jusqu’a la dilution la moins élevée (101), I’ensemencement se fait du haut vers le bas en assurant
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que I’anse ne se retourne pas en arriere pour qu’elle ne se chargera pas des bactéries afin d’isoler
le maximum des bactéries. On fait tourner notre boite Pétri 90° et on ensemence comme le
premier quadrant en desserrant les stries, la méme chose pour le troisiéme et le quatrieme
quadrant. On ferme hermétiquement nos boites Pétries par un papier film, on les incube dans

I’étuve stérilisée par un coton imbibé a ’alcool a 30°C pendant 24 heures.

Figure 15 : Technique des quadrants.
2.3.3 Purification des souches
e Principe
Aprés culture bactérienne, différentes souches sont obtenues. La purification se fait par

repiquages successifs des colonies ayant un aspect macroscopique différent.

e Mode opératoire

Pour avoir une culture moins chargée et des colonies plus isolées I’instrument

d’ensemencement est flambé en passant d’un quadrant a un autre (figure 16).

Figure 16: Technique de purification des souches bactériennes.

2.3.3.1 Purification des souches sur le milieu chromagar d’orientation
Le milieu CHROMagar ® contient un mélange de colorants, permettant la

reconnaissance de C. albicans (colonies vertes), C. tropicalis (colonies bleu métalligue), C.




2 Matériel et méthodes

krusei (colonies rose pale et mates). Les autres especes se présentent sous forme de colonies
blanches a violettes, lisses a brillantes (Ouanes et al. 2013). Les souches bactériennes ont été
piquée sur le milieu CHROMagar afin de confirmer la pureté de nos souches, et I’absence des

contaminants.

2.3.4 Etude macroscopique et microscopique des souches isolées

2.3.4.1 Etude macroscopique

C’est une description des caractéres morphologiques des souches, aprés culture sur
milieu GN a base d’eau de mer. On caractérise nos souches selon la taille de la colonie, sa

forme, son élévation, son contour, sa surface, sa couleur ... etc.

2.3.4.2 Etude microscopique

Cette étape a était faite par le microscope optique.

2.3.4.2.10bservation de I’état frais

e Principe

Une préparation a 1’état frais permet d’examiner la mobilité des bactéries et d’en déceler

certains modes de groupement.
e Mode opératoire

A I’aide d’une pipette Pasteur, on prend une goutte d’eau physiologique stérile et on la
dépose sur une lamelle propre. On prend, par la suite, a partir de la colonie une toute petite
fraction qu’on dissocie dans la goutte d’eau, on couvre par une lamelle, on ajoute une goutte
d’huile a immersion et on passe immédiatement a 1’observation sous microscope optique a

un grossissement X 1000 (figure 17).
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1 Flamber

l'anse
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microscope optique
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Figure 17 : Schéma récapitulatif des étapes d’observation des souches a 1’état frais.

2.3.4.2.20bservation microscopique apres coloration de Gram
e Principe
L’observation microscopique aprés une coloration permet de mieux visualiser les
structures. La coloration différentielle de Gram décrite par Gram en 1884 permet entre autres
de différencier entre les bactéries Gram positif et Gram négatif selon la nature de la paroi de
ces derniéres. Les bactéries ayant une couleur violette sont Gram positif (Berraho.,2009).et

celles colorées en rose sont Gram négatif.

e Mode opératoire

% Préparation d’un frottis

Nous avons déposé une goutte d’cau physiologique stérile sur une lame propre, ensuite
prélevé une petite quantité de la souche bactérienne a I’aide d’une pipette pasteur et 1’étalé
par des mouvements circulaires en I’émulsionnant dans la goutte d’eau ; et, en fin, passé la
lame sur la flamme du bec bunsen en écrasant cette derniére trois fois ou plus afin de sécher

et fixer I’échantillon.
%+ Protocole de la coloration de Gram (Larpent., 1990).

Nous avons recouvert la lame avec le Violet de Gentiane pendant une minute, ensuite rincé et
recouvert la lame avec le Lugo pendant une minute suivie encore avec un ringage, puis, utilisé

I’alcool pendant 30 secondes et par la fin, recouvert la lame avec La Fuchsine pendant une
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minute. Nous avons suivi ces étapes par ringage puis séchage. L’observation se fait en ajoutant

une goutte d’huile @ immersion a grossissement X 1000.

Figure 18 : Protocole de la coloration de Gram.

2.3.5 Etude physiologique

2.3.5.1 Recherche du type respiratoire sur milieu VF (Viande-Foie)
« Principe
Une bactérie a des besoins respiratoires spécifiques. Le type respiratoire ou le type

énergétique d'une bactérie détermine quel rapport a cette derniere avec le dioxygene O de l'air

ou de l'eau.
e Mode opératoire

La détermination du type respiratoire s’effectue sur une gélose viande-foie (Annexe 3), répartie
en tubes et régenerée par chauffage dans un bain-marie bouillon pendant 30 minutes. A 1’état
semi-solide (45 ° C), les tubes sont inoculés a I’aide d’une pipette Pasteur plongée au fond du

tube, puis remontée délicatement en décrivant des spirales, de fagon a ensemencer

uniformément le milieu sur toute la hauteur du tube. L’incubation se fait & une température de
30°C pendant 24heures (Prescott, 2002).

Figure 19 : Les tubes au viande-foie et leur incubation dans 1’étuve.
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» Lecture de résultats
Apres incubation, il est possible de reconnaitre différents modes de respiration (figure 20) :

* Aérobies stricts (tube 1) : pour les souches qui se cultivent uniquement dans la zone

superficielle du tube.

* Micro-aérophiles (tube 2) : pour les souches qui forment un anneau dans la zone intermédiaire

aérobiose-anaérobiose.

* Aérobies anaérobies facultatifs (tube 3) : pour les souches qui se développent sur toute la

hauteur du tube.

* Anaerobies stricts (tube 4) : pour les souches qui se cultivent uniquement en profondeur du
tube.

Tube 1 Tube2 Tube 3 Tube 4

-
-
\

Figure 20 : Les différents types respiratoires chez les bactéries.

2.3.5.2 Test Catalase

La catalase est un enzyme responsable de la décomposition du peroxyde d’hydrogene

(H202) produit par une souche bactérienne.
Principe

Le principe du test consiste a mettre en contact une colonie de I'isolat en présence d'eau

oxygénée au niveau d’une lame et dans une zone toujours stérile a proximité de bec benzene.
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» Lecture des résultats

Une effervescence due a un dégagement gazeux traduit la présence de I’enzyme (catalase +)

(Joffin et al., 2006 ; Tankeshwar, 2013).

2.3.5.3 Test oxydase
Le test oxydase permet la détection de l'enzyme cytochrome oxydase chez les

bactéries. Cet enzyme intervient a la fin de la chaine respiratoire.

Le cytochrome oxydase est une protéine membranaire, localisée dans la membrane interne des
mitochondries chez les eucaryotes et dans la membrane cytoplasmique chez les procaryotes.
Elle permet la fixation de I’hydrogene et des électrons sur I’oxygene. Sa production est mise en

évidence sur des disques oxydase (OX) imprégnés d’oxalate N-N-diméthylparaphényléne.
e Principe

Le principe du test consiste a mettre une colonie de l'isolat sur le disque « Ox » imbibé d’eau

physiologique dans une zone toujours stérile a proximité de bec benzéne.
» Lecture des résultats

Une couleur bleu violacé se manifeste en quelques secondes (30 S) si la réaction est
positive (Joffin et al., 2006 ; Delarras, 2014).

2.3.6 Criblage des activités enzymatiques

2.3.6.1 Recherche d’une estérase
Ce test permet de révéler la présence d’une estérase chez les souches testées.
Principe
Le principe est d’utiliser un milieu contenant le tween 80°qui est un substrat de I’enzyme

recherchée et la détection de sa dégradation.

Mode opératoire
Le test est effectué sur des boites Pétri contenant une gélose nutritive a base d’eau de
mer additionnée de Tween 80 a raison de 1% (v/v) (Gonzalez et al., 1978) (Annexe 4).

L’ensemencement des souches est effectué par la technique des spots. L’incubation se fait a 30

°C pendant 24 h.
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» Lecture de résultats

Apres incubation, le développement d’un précipité autour des colonies de dépdt témoigne de

I’hydrolyse de tween 80 (siarra., 1957).
La présence se traduit par 1’apparition d’une auréole opaque autour des colonies.

L’absence se traduit par la disparition d’une auréole opaque autour des colonies.

2.3.6.2 Recherche d’une gélatinase

Principe
L’ajout de la gélatine au milieu de culture permet le screening de I’activité gélatinasique de
nos souches par sa dégradation et la liquéfaction du milieu.

Mode opératoire
Le milieu utilisé est une GN a base d’eau de mer additionnée de 15 °/, de gélatine,
conditionné dans des tubes a essai (Annexe 4). L’ensemencement se fait par piqueur centrale.

(Jacque Harris.,2018). L’incubation se fait a 30 °C.
» Lecture de résultats

lere lecture : apres une incubation de 24h, les tubes sont mis dans le réfrigérateur a 4C° pendant

30 min.

2éme lecture : apres 48h d’incubation sur paillasse et par la suit les tubes sera mises

immediatement dans le réfrigérateur a 4C° pendant 30 min.
3éme lecteur : est procédée apres 7 jours d’incubation sur paillasse.

Une liquéfaction du milieu (gélatinase +) est a chaque fois recherchée. Un milieu toujours solide

est synonyme de I’absence d’une gélatinase chez la souche testee.
2.3.6.3 Recherche d’une cellulase
Principe
L*activité cellulolytique a été estimée par la capacité de I’hydrolyse de cellulase. Donc

ce test est utilise pour sélectionner les souches bactériennes ayant une activité cellulolytique

(Bragger et al., 1989. En ajoutant la cellulose sous forme de CMC dans le milieu de culture.
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Mode opératoire

Cette activité est mesurée par cultivant les souches bactériennes par spot sur milieu
gélose nutritive a base d’eau de mer contenant 0.5% (w/v) de carboxymethylcellulose (CMC)

(Annexe 4) ensuit Les boites sont incubées a 30°C pendant 48h.
» Lecture de résultats

Apres incubation, les boites de Pétri sont remplies d’une solution de rouge Congo a 0,1%
(w/v) (Annexe 5) et placées pendant 15 & 30 min & 30°C. Les boites sont lavées par une solution
a 1M de Nacl (Annexe 5) pendant 5 a 10 min a température ambiante avant la lecture (Bragger
et al., 1989).

La présence de cellulase est traduite par I’apparition de zones claires autour des colonies.

L’absence de cellulase est traduite par la disparition de zones claires autour des colonies.

2.3.6.4 Recherche d¢activité lipolytique

Principe :

En utilisant un milieu spécifique contenant le jaune d’ceuf qui contient plusieurs types de
lipides dont : Les triglycérides (peuvent étre hydrolysées par une lipase), les lécithines
(peuvent étre hydrolysées par une lécithinase), les lipoprotéines (peuvent étre hydrolysées par
une lipoprotéinase). On peut révéler les différentes activités lipase, Iécithinase et

lipoprotéinase (si elles existent) par différents critéres chez les bactéries

Mode opératoire :

Une émulsion de jaune d'ceuf est préparée par mélange aseptique de grandes quantités a
quantité égale, de jaune d'ceuf et d’eau physiologique, puis on ajoute 20 ml de cette lotion 180
ml de GN préparé a partir d'eau de mer, et on termine par couler le milieu dans une boite de
Pétri stérile. Apres solidification du milieu, les souches sont ensemencées et cultivées a 30°C
pendant 24 heures (Genta et Heluane., 2001)

Les lipases sont des enzymes hydrosolubles capables d'hydrolyse fonctionnelle des

esters, spécifiqguement pour la conversion de :

Glycérides Glycérol Acides gras (Gupta et al., 2003).
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A cet effet, une émulsion de jaune d'ceuf est préparée par mélange aseptique de grandes
quantités a quantité égale, de jaune d'ceuf et d’eau physiologique, puis on ajoute 20 ml de cette
lotion 180 ml de GN préparé a partir d'eau de mer, et on termine par couler le milieu dans une
boite de Pétri stérile. Aprés solidification du milieu, les souches sont ensemencées et cultivées
a 30°C pendant 24 heures (Genta et Heluane., 2001).

> Lecture de résultats

Le control des résultats et fait Apres incubation de 24h a T° 30C°,

*la Lécithinase : apparition d’une zone opaque autour de colonie gréce a la précipitation

de résulte (Esselmann et Liu., 1961).

Lécithine la choline soluble les triglycérides peu solubles.

*Lipoprotéinase : La présence de cette enzyme entraine l'apparition de l'auréole de

claircissement autour des colonies aprés dégradation complexe de lipoprotéique.

* Lipase : la présence de cette enzyme entraine 1’apparition de zones opaques floues autour des
colonies démontrent 1’action de lipase sur le triglycéride et par la suit la précipitation des acides
gras (De vos et al., 2009).

2.3.6.5 Recherche d’une amylase

Principe

L activité amylolytique a été estimée par I’hydrolyse de I’amidon en utilisant un
milieu contenant I’amidon comme source d’énergie, 1’ajout du Lugol permet de détecter les
zones riches en amidon qui se colorent par un bleu violacé, contrairement aux zones ou

I’amidon est hydrolysé par les couches testées.
Mode opératoire

Cette activité est mesurée par cultivant les souches bactériennes par spot sur milieu

gélose nutritive a base d’eau de mer contenant 1% d’amidon soluble (Annexe 4) (De Vos et al.,

2009). Les boites sont incubées a 30°C pendant 48h.
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» Lecture de résultats

Aprés incubation, le milieu gélosé est recouvert d’une solution de Lugol, Pendant 30s

suivie d’un ringage avec de 1’eau distillée. (Gordon et al., 1973 ; De Vos et al., 2009).

La présence se traduit par I’apparition d’une zone claire autour des colonies (absence de

coloration autour des colonies).

L’absence se traduit par une couleur brune/ bleue noire autour de la culture.

2.3.6.6 Recherche d’une caseinase

Principe

Le principe est d’utiliser un milieu spécifique contenant la caséine comme source de
carbone ce qui ne laisse pousser que les microorganismes exprimant un systeme enzymatique
a activité caséinase, on révele si ces microorganismes ont les propriétés enzymatiques

recherchées, La gélose au lait a été choisie en raison de sa préparation simple, de sa teneur

élevée en protéines et de son faible codt.

Mode opératoire

» Un milieu gélosé (annexe 3) contenant 5 % de lait écrémé a été utilisé pour les bactéries
afin de démontrer l'activité protéolytique (Gordon et al., 1973 ; De Vos et al., 2009).
L'ensemencement se fait par spot sur le milieu et I'incubation se fait a 30°C pendant 48h
a72h

» Lecture de résultats
Aprées incubation la lecture de résultat se traduits par une présence ou absence d’enzyme :
La présence d’une zone claire autour de la strie indiqué 1’hydrolyse des protéines.

L’absence de I’enzyme absence de zone d’hydrolyse autour de la culture. (Gordon et al.,
1973 ; De Vos et al., 2009).

2.3.7 Criblage d’activités antimicrobiennes

Rappelons que Cette partie d’étude a été réalisé dans le laboratoire d’hygiéne de Wilaya
de Blida.

Nous n’avons pas testé la totalité de nos souches, mais que 21 souches (040, K33, K28, O35,
K26, 039, 036, 041, N20, O37, AR11, N23, N22, N25, E6, 038, E7, E2, E3, O34 et E1).
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Suivant le protocole de (Balouiri et al., 2016), et en choisissant deux méthodes pour chaque

souche :

v La méthode des puits.

v La méthode des disques.
Principe de la méthode des puits

Le principe est de laisser diffuser a travers un puit, une suspension bactérienne (agent
antimicrobien) dans le milieu de culture contenant I’agent microbien a tester afin de déterminer

sa capaciter antimicrobienne vis-a-vis I’agent testé.
Principe de la méthode des disques

Les disques de papier imprégnés avec une concentration déterminée d’agent antimicrobien sont
déposés a la surface d’un milieu de culture standardisé préalablement ensemencé avec un
inoculum calibré d’une culture pure de la bactérie a tester. Apres incubation, les boites de Petri
sont examinées et les diameétres des zones d’inhibition entourant les disques sont mesurés et
comparés aux valeurs critiques des différents agents antimicrobiens testés, afin de déterminer
la catégorisation clinique (résistant, intermédiaire, sensible). Le diamétre de la zone d’inhibition

est proportionnel a la sensibilité de la bactérie testée.
Mode opératoire

On a tout d’abord préparé les suspensions bactériennes de turbidité égale a 0.5 McFarland (108
UFC/ml), puis toute la surface du milieu (Muller Hinton (MH) pour I’activité antibactérienne
et le milieu Sabouraud (MS) pour ’activité antifongique) est écouvillonnée par les souches
pathogénes (figure 21) en utilisant un écouvillon stérile. Par la suite, pour chaque bactérie on
dépose un disque stérile sur le MH/MS et en paralléle on perfore des disques a 1’aide d’une
pipette Pasteur (l'extrémité épaisse de 6 mm de diamétre) formant un puits. Puis a I’aide d’une
micropipette on dépose 40 pl de la suspension bactérienne de la souche a tester dans le puits et
sur le disque (figure 21).

L’¢tude de I’activité antimicrobienne des souches testée est effectuée en mesurant le diamétre
de la zone claire qui apparait apres leurs incubations sur différents milieux contenant les

souches pathogénes (pendant 24h sauf Aspergillus niger pendant 5 jours jusqu’a 7 jours).
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Souches pathogénes utilisées pour la mise en évidence d’activité antimicrobienne

Figure 21 : Les étapes suivies de gauche vers la droite ; organisation et numérotation des souches

sur boites Pétri, écouvillonnage et perforation des puits.
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2.3.7.1 Recherche de I’activité antibactérienne
L’activité antimicrobienne est testée contre quatre (04) souches bactériennes pathogénes qui
sont :

e Pseudomonas aeruginosa cultivée sur milieu Cétrimide

e Staphylococcus aureus ATCC 19095 cultivée sur milieu Chapman

e Escherichia coli ATCC8739 cultivée sur milieu MAC CONKEY

e Bacillus cereus cultivée sur milieu gélose a amidon

2.3.7.2 Recherche de I’activité Antifongique
L’activité antifongique est testée contre deux (02) souches fongiques pathogénes qui sont :
e Candida albicans cultive sur milieu OGA

e Aspergillus niger cultivé sur milieu OGA

2.3.8 Recherche de I’origine de la coloration bactérienne observée
Selon le protocole suivi par (Kientz 2012), on observe les différentes couleurs dans une

piéce noire en utilisant une source de lumiére intense (Figure 22).

observateur

Chambre
noire

Source de
lumiére

Figure 22 : Schéma représentant I’expérience pour explique le phénomene de la coloration
émise par les bactéries .
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3.1 Isolement et purification des micro-organismes symbiotiques associés

aux especes marins

Notre collection de 42 souches bactériennes est présentée dans le tableau ci-dessous.

Chaque souche est identifiée par une ou deux lettre(s) suivie par un chiffre.

Tableau 111 : Collection de souches bactériennes isolées a partir des espéces marines.
Sp(_)n_gia_ Asparag_opsis Echir]aster Indothais lacera Arbacia lixula
T ) o ey Comilage S
11 souches 8 souches 6 souches 8 souches
El AR11 N20 K26 034
E2 AR12 N21 K27 035
E3 AR13 N22 K28 036
E4 AR14 N23 K29 037
ES AR15 N24 K30 038
E6 AR16 N25 K31 039
E7 AR17 / K32 040
ES8 AR18 / K33 041
E9 / / / 042
E10 / / / /

E19 / / / /

Quarante-deux souches ont été isolées a partir des cing échantillons marins. Le nombre
de souches isolées varie selon 1’espéce marine en question, ce qui corrobore avec les travaux
de (Harazi et al.,2020) qui ont pu isoler 4 souches a partir d’un oursin noir Arbacia lixula ; et
les travaux de( Widowati et al., 2014) qui ont isolé 19 bactéries a partir de I’algue rouge
Gracilaria verrucosa ; en paralléle, (Bauvais., 2015) a isolé 113 souches a partir d’une éponge

Spongia officinalis. Les milieux utilisés pour I’isolement sont préparés par nos soins a base
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d’eau de mer (ils ont la méme composition d’une GNO mais exempte de sel annexe n° 1) ce
qui permet d’assurer les oligo-éléments ainsi que les éléments traces indispensables a la

croissance des microorganismes marins.

Dans leur expérience Bennai ces co-auteurs (2021), ont montré que ces milieux
d’isolement a base d’eau de mer permettent d’isoler un nombre plus élevé de souches
bactériennes. Aussi ces milieux permettent d’isoler des souches a partir des dilutions les plus
élevées (jusqu’a 107). Donc ces milieux de cultures permettent d’isoler plus de souches
bactériennes symbiotiques, notamment les souches bactériennes symbiotiques dominantes,
comparés aux milieux ordinaires a base d’eau distillée. Une gélose nutritive ordinaire (GNO)
inhibe la croissance des souches symbiotiques dominantes en raison de sa teneur plus élevée en

sel, selon les mémes auteurs.

Remarquons a ce niveau que nous n’avons pu isoler que des souches bactériennes.
Aucune levure ou moisissure, par exemple, n’a pu étre isolée sur nos milieux de culture bien
qu’ils ne soient pas sé€lectifs des souches bactériennes. Et ce méme apres de plus longues
périodes d’incubation (jusqu’a 14 jours). Si nous examinons la composition de nos milieux de
culture, ils auraient facilement permis la croissance d’autres types de microorganismes. Nous
pouvons conclure alors, que la flore symbiotique de chacune des cing espéces marines serait

composée du moins d’une fraction majoritairement écrasante de souches bactériennes.

Par ailleurs ; I’absence des représentants des autres types microbiens dans les boites
Pétri n’est pas la preuve irréfutable qui permet leur exclusion compléte de la composition de la
flore symbiotique de nos espéces marines. L’idée qu’ils soient tellement minoritaires ou d’une
Croissance exigeante est possible. D’ailleurs ; (Borzykh et al., 2018) sont identifies 52 especes
de champignons filamenteux a partir des coquilles.Ces composés ont montré une activité
inhibitrice contre les bactéries pathogenes7001, y compris Staphylococcus aureus 3089
résistant a la méthicilline et Vibrio parahaemolyticus

Pour le faire, I’approche métagénomique (qui signifie au-dela de la génomique) permet
d’étudier les organismes directement dans leur environnement sans passer par une étape de
culture en laboratoire. Contrairement a la génomique qui consiste a séquencer un génome
unique, c’est une technique de séquengage et d'analyse de 'ADN complet contenu dans un
milieu donne selon (Maillet., 2013) : << la génomique a la métagénomique Si on ne peut pas
cultiver un grand nombre de microorganismes, il est tout de méme possible de les étudier,

directement dans leur milieu. Il est alors impossible d’isoler une seule espéce des autres et la
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génomique classique ne peut étre utilisée. Comme lors du passage de la génétique a la
génomique, on fait face ici a une différence d’échelle. La génétique étudie les génes d’un
organisme, la génomique, le génome d’un organisme, ici on travaille sur un ensemble de
génomes inconnus : on parle alors de métagénomique>>. Elle permet donc de séquencer les
génomes de plusieurs espéces différentes présentes dans un échantillon et de donner des
éléments de réponses sur leurs diversités ainsi que leurs abondances. . Ainsi, la métagénomique
offre I’opportunité d’étudier les bactéries totales pas seulement celle cultivables et de ne pas

ignorer des interactions impliquant plus de deux partenaires (Villain., 2018).

Sur le méme sillage, I’équipes de chercheurs (Thomas et al., 2010) ont pu identifier

les bactéries associées a I’éponge Cymbastela concentrica.

3.2 Veérification de la pureté des souches sur le milieu chromagar «

chromagar d’orientation »

Les substrats chromogéniques utilisés dans les milieux chromogénes conferent des
couleurs clairement distinguables aux différents types de colonies. En fait, ils mettent en
évidence une enzyme spécifique d'une espéce bactérienne (ou fongique) ou d'un groupe
d'espéces qui scinde le substrat chromogénique. En présence d'oxygéne, le chromogéne forme
un dimére qui colore la colonie typique. Ceci permet une différenciation et une identification

facile et rapide des microorganismes.

L'identification est basée sur la détection d'enzymes au travers de substrats chromogéniques
intégrés dans la gélose en associés a des tests rapides réalisés directement sur les colonies, tels
que les tests enzymatiques, I'examen microscopique, la détection des oxydases et des catalases.
Les substrats chromogeénes révelent les enzymes métaboliques bactériennes, ce qui fait que les
colonies prennent une couleur et une morphologie caractéristiques, le milieu CHROMagar
Orientation détecte les enzymes B-galactosidase (couleur rose), Tryptophan deaminase (couleur

marron) et B-glucosidase (couleur bleue) (Carricajo et al., 1999).

L’ensemencement des colonies bactériennes préalablement isolées et purifiées par
plusieurs repiquages successifs (sur milieu GN a base d’eau de mer), sur le milieu « chromagar-
orientation » a permis de révéler les colonies superposées et / ou trés semblables au point d’étre

totalement confondues sur GN a base d’eau de mer. Aussi les contaminations d’origine humaine
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ou provenant de I’environnement du laboratoire, bien que trés peu nombrables ont pu étre

facilement ¢liminés. C’est ainsi que notre collection de 42 souches a €té construite et validée.

3.3 Etude des souches sélectionnées

3.3.1 Etude macroscopique des souches sélectionnées

L’aspect d’une colonie est I’un des premiers critéres visant son identification. L'examen
macroscopique des cultures est la premiere étude effectuée apres l'isolement et la purification
des souches bactériennes. Cette étude est basée sur des observations a I’ceil nu (ou par fois au
moyen d’une loupe, sous différents angles d’éclairage) permettant de différencier les
caracteristiques des souches étudiées avec une orientation possible des résultats au cours de

I’identification.

Les résultats de I'étude macroscopique sont présentés dans (Table 1V) ci-dessous. Nous avons
pu observer des colonies de tailles, formes, contours et consistances variables. Par exemple le
plus part des colonies sont de petites tailles, rondes, au contours irréguliers, crémeuses, lisses,
transparentes, tandis que certaines apparaissent comme des colonies de taille moyenne, de

forme irréguliére, aux contours irréguliers et texture crémeuse.
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Tableau 1V: Aspect macroscopique des souches isolées.

taille

Petite

Grosse

Moyenne

Moyenne

Petite

Petite

Petite

petite

petite

Petite

Petite

Petite

Petite

Petite

Petite

Petite

Grosse

Moyenne

Petite

forme

Ronde
bombée
Ronde
bombée
Ronde
bombée
Ronde plate
Ronde plate
Ronde
bombée
Ronde
bombée
Ronde plate
Ronde
Ronde
Ronde
Ronde
bombée
Ronde
bombée
Ronde
bombée
Ronde
Ronde
bombée
Ronde
bombée
Ronde
bombée

Ronde

bombée

Aspet

Crémeux

brillante

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

Crémeux

couleur

Blanche

Blanche

Blanche

Transparant

transparent

Transparent

Blanche

Blanche

Blanche

Blanche

Blanche

Blanche

Blanche

Blanche

Blanche

Blanche

Blanche

Blanche

Blanche

Contur

Régulier

Régulier

Régulier

Régulier

régulier

régulier

régulier

régulier

régulier

régulier

régulier

régulier

régulier

régulier

régulier

irrégulier

régulier
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Tableau IV : Aspect macroscopique des souches isolées (suite)

oui Grande Longue Crémeux Blanche régulier
bombée

oui Grande Ronde Crémeux Blanche irrégulier
bombée

NON Petite Ronde Crémeux Blanche régulier
bombée

oui Petite Ronde Crémeux Blanche irrégulier
bombée

oui Petite Ronde Crémeux Blanche régulier
bombée

NON Petite Ronde Crémeux Blanche régulier
bombée

oui Petite Ronde Crémeux Blanche irrégulier
bombée

oui Petite Ronde Crémeux Blanche irrégulier
bombée

oui Petite Ronde Crémeux Blanche régulier
bombée

oui Petite Ronde Crémeux Blanche irrégulier
bombée

oui Petite Ronde Crémeux Blanche irrégulier
bombée

oui Petite Ronde Crémeux Blanche irrégulier
bombée

oui Petite Ronde Crémeux Blanche irrégulier
bombée

oui Petite Ronde Crémeux Blanche irrégulier
bombée

oui Petite Ronde Crémeux Blanche irrégulier
bombée

oui Grande Ronde Crémeux Blanche régulier

bombée
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3.3.2 Etude microscopique

3.3.2.1 Observation a I’état frais

L’observation de 1’état frais consiste a 1’observation d’une goutte de suspension
bactérienne, préparée avec de I’eau physiologique stérile, placée entre lame et lamelle sous
microscope optique grossissement X 1000. Ce test permet de déterminer la forme,

I’arrangement ainsi que la mobilité des cellules bactériennes.

L’observation de 1’état frais de nos bactéries montre que certains isolats sont trés
mobiles, tandis que la plupart sont mobiles et présentent un mouvement Brownien. Les formes

cellulaires observées en microscopie photonique sont : des batonnets parfois enflés a I’extrémité

isolés ou arrangeés en longues chaines selon les isolats (figure 23).

Figure 23 : Observation microscopie de 1’état frais chez quelque souche bactérienne.

3.3.2.2 Observation microscopique apreés coloration de Gram
C'est une double coloration qui nous permet de connaitre la forme, I'arrangement
(mode d’assemblage), la pureté ainsi que la nature biochimique de la paroi des cellules

purifiées. Cette coloration permet de classer les bactéries selon leur capacité a fixer le cristal
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violet. Celles qui possedent une enveloppe externe sont décolorées lors du lavage a I’éthanol.

(Gram-), alors que celles qui n’en possédent pas vont retenir le colorant (Gram-+).

25 souches sont Gram positif et 17 Gram négatif (Tableau V111 annexe 6) Les formes
cellulaires observées en microscopie photonique sont : des batonnets parfois enflés aux
extrémités isolés ou arrangés en longues chaines selon les isolats La majorité des souches sont

des bacilles. L’aspect coccobacille est rencontré uniquement chez 5 souches (E8, E10, AR15,
N23, K29).

3.4 Etudes physiologique
3.4.1 Type respiratoire sur VF

Le type respiratoire des bactéries est déterminé par la culture sur milieu Viande-Foie.

Nous avons testé 38 souches bactérienne a cause de la présence d’une contamination.

15 souches ont un type respiratoire aéro-anaérobie-facultatif. Il s’agit des souches : 035, K33,
038, AR11, AR14, AR15, 036.E1, AR17, E10, K28, K29, K30, 042 et E6.

Alors que 17 souches ont un type respiratoire micro-aérophile. Il s’agit de : E5, E3, N22, N23,
E2, E4, E19, AR12, AR13, AR16, AR18, N20, N21, K31, K32, 039 et O40.

6 souches (04, N25, E8, E7, 034 et 037) seulement sont Aérobies stricts.

3.4.2 Teste catalase et oxydase
Les résultats de la caractérisation biochimique de teste catalase et oxydase des isolats
bactériens sont représentés dans (Tableau VII) et figure 24 représente 1’aspect d’un résultat

positif (+) et négatif (-) des deux tests.
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Teste oxydase : a droit résultat positive de teste, a gauche résultat négative de teste

N22, E1, E7

Teste catalase : a droit résultat positive de teste chez les bactéries N22, E1,E7, a gauche
résultat négative de teste chez la bactéries N20,034.

{
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Figure 24 : Résultat (+) et (-) de test oxydase et catalase en haut vers le bas.
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Tableau V : Caractérisations physiologique des différents isolats

La souches bactérienne Teste catalase Teste oxydase
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Le tableau VV montre que toutes les souches bactériennes étudiées possedent au moins

I’une des deux enzymes respiratoires recherchées (oxydase et catalase).

37 souches sont catalase positive alors que 05 souches sont catalase négative c’est le cas de
souches type respiratoire micro-aérophile et N25, K28 sont aéro-anaérobie-facultatives. Les
souches qui possedent une catalase dégageaient des bulles suite au dép6t du peroxyde
d’hydrogéne H202 (Joffin et al., 2006 ; Tankeshwar, 2013). La catalase est une
oxydoréductase héminique qui permet la dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau et

dioxygene selon la réaction :
2 _|2|:'2 — ':]2 +2 423.

La liaison oxygene-oxygene du peroxyde d'hydrogéne est coupée par I'atome de fer du
groupement heme, en créant une molécule d'eau et une liaison fer-oxygene tres oxydante. Celle-

ci peut oxyder une nouvelle molécule de peroxyde d'hydrogéne, donnant du dioxygéne.

Hy05 + Fe(lll}-E — Ho0 + O=Fe(IV)-E ;
H505 + O=Fe(IV)-E — H,0 + O5 + Fe(lll)-E.

C’est le cas de la plupart des isolats bactériens AFF (aérobies-anaérobies facultatives).

Nos résultats montrent 26 souches « oxydase positive » et 16 souches « oxydase négative ».
Les souches qui ont une oxydase présentaient une couleur bleue foncée/violette sur le disque
oxydase (Joffin et al.,2006 ; Delarras., 2014). Ceci qui signifie la présence d’une cytochrome-
oxydase. Cette dernic¢re catalyse la réaction qui permet la fixation de 1’hydrogéne et des
¢lectrons sur ’oxygéne au niveau de la chaine respiratoire. (Knobloch., 2019) a isolé 2
bactéries Endozoicomonas. Strains et Endozoicomonas numazuensis qui sont oxydase

positives.

3.5 Criblage des activités enzymatiques des isolats

Les activités estérasiques, gélatinasiques, cellulolytiques, lipolytiques, amylolytiques et
protéolytiques ont été mises en évidence en utilisant les milieux : GN a base d’eau de mer
additionnée a 1% (v/v) de Tween 80, GN a base d’eau de mer additionnée dé gélatines, GN a
base d’eau de mer additionnée a 0.5% de CMC, GN a base d’eau de mer additionnée au jaune

d’ceufs, GN a base d’cau de mer a amidon 1% et Gélose au lait respectivement.
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Le bagage enzymatique est directement influencé par la disponibilité des nutriments dans

I’environnement direct, et fait partic de 1’adaptation de ces microorganismes a leur milieu

naturel (Cohen., 2011).

Les résultats du criblage enzymatique sont regroupés dans Tableau IX (annexe 7) et
représentés dans la figure 25 ci-dessous. Aussi les figures (26 ;27 ;28 ;29) rassemblent

quelques figures de certains résultats des activités enzymatiques.
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Figure 25 : Résultats des activités enzymatiques recherchées.

3.5.1 Activité estérasique
D’aprés nos résultats de cultures Tableau IX(annexe 7), I’estérase est secrétée par 9
souches / 42 soit 21.4 % des souches bactériennes. L hydrolyse de Tween 80 se traduit par un

précipité autour du site de dépot témoin (figure 26)

D’aprés Patnayak et Sree (2005), Bacillus subtilis (RRL-8) isolée d’Aurora
globostellata ; une éponge marine, est dépourvu d’une estérase. D’autre part, Stephen Jackson
et ces collaborateurs (2015) ont trouvé que chacune des deux especes : Maribacter vaceletii

et Maribacter spongiicola isolées des éponges marines Suberites carnosus et Leucosolenia sp
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respectivement, sont capables d’hydrolyser le Tween 80 et sont dotées par conséquent d’une
activité estérasique. (Knobloch., 2019) a décrit des colonies isolées de Pelagibaculum spongiae

sp qui ne dégradent pas le tween 80.

Les estérases représentent un groupe d'enzymes susceptibles de réagir avec des esters
de synthese (GOMORI., 1952). Cette enzyme joue un réle important dans plusieurs domaines :

v' Dans la production laitiere ; afin de transformer les huiles et la matiére grasse de faibles
valeurs en graisses plus riche ;

v Dans la fabrication des médicaments chirale ;

Dans les industries de detergents, de I'alimentation, des produits pharmaceutiques et des

cosmétiques.

v Domaines industriels. Le role naturel de ces enzymes passe par I'hydrolyse des parois
végetales, permettant la production d'acide férulique a partir de déchets agroalimentaires
tels que les brasseries et I'industrie sucriere. L'acide férulique est actuellement connu
pour ses propriétés intéressantes, notamment en tant qu'antioxydant. En conséquence,
plusieurs efforts de recherche ont exploré de nouvelles voies d'utilisation des déchets
agroalimentaires pour produire de nouveaux composés a haute valeur ajoutée (Tapin et
al., 2006).

v' Dans l'industrie papetiere, l'utilisation les estérases et d'autres hydrolases comme la
xylanase facilite I'extraction de la lignine, d'une part en réduisant la consommation de
chlore dans I'étape de blanchiment et d'autre part en obtenant une péate plus brillante.
(Topacas et al., 2007). L'estérase peut également étre utilisé avec des xylanases et des
cellulases pour convertir la cellulose et I'némicellulose en carburant éthanol (Topakas
et al., 2007).

Par exemple les estérases issues de Trichosporon brassicae (levure) sont largement utilisés
pour la production de 1’acide propionique (S)- et/ou (R)-ketoprofene [2- (3-benzoylphenyl)
optiquement pure. Ce dernier est tres efficace dans la réduction de Il'inflammation et le
soulagement de la douleur résultant de I'arthrite, des coups de soleil, des menstruations et de la
fievre (Panda et al., 2005).

Nous pouvons citer aussi les estérases de Lactobacillus casei CL96 permettent 1’hydrolyse

de la matiere grasse du lait dans le but d’améliorer la saveur pendant la production des fromages

(Choi et al., 2001).
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Nos résultats sont presque élevés par rapport a certains travaux. Par exemple 0.01% des
isolats de type actinomycéte d’origine (environnement aquatiques) c’est 1’équivalent d’une

seule souche parmi les 35 souches sécrete I’estérase. De (Bouzigha. N et al., 2017), ont montré

leur faible capacité a produire une estérase.

Figure 26 : Zones d’hydrolyse du Tween 80 par les souches bactériennes (E6, E7, 034, 039,
AR16, N21, K26, K31 et K32) testées aprés 24h d’incubation.
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3.5.2 Activité Gelatinasique

Nos résultats montrent que 34 / 42 (E2, E3, E4, E5, E7, E8, E9, E10, AR11, AR12,
AR13,AR15AR16,AR17,AR18,N20,N21,N22,K26,K28,K29,K30,K31,K32,K33,034,035,0
36,037,038,039,040,041,042) souches bactériennes (environ 80.95% de la collection de
nos souches) possédent une gélatinase. La gélatinase est de ce fait, I’enzyme la plus répondue

chez les souches de notre collection.

D’apres (Selvin et al., 2004) et (Lee et al., 2006), Streptomyces sp isolée de Dendrilla
nigra ; une éponge marine prélevée de la cote sud-est de I'Inde et Shewanella irciniae, isolée a
partir de I’éponge Ircinia dendroides ; prélevée de la méditerranée expriment des activités

gélatinasique.

(Leliévre, 2005) propose I’utilisation de I’enzyme gélatinase en une nouvelle technique pour

traiter les cancers.

3.5.3 Activité cellulolytique

D’aprés nos résultats, le carboxyméthylcellulose (CMC) est hydrolysé par 12 souches
bactériennes / 42 (figure 27) ce qui représente pres de 28.5% de notre collection de souches
symbiotiques. Cette hydrolyse se traduit par une zone claire autour des colonies détectées apres

une étape de revélation.

D’apres (Maki et al., 2011), plusieurs souches appartenant aux genres Bacillus et
Mycobacterium produisent une cellulase. La capacité a deégrader la cellulose semble étre
essentielle. Rappelons que la cellulose est la molécule organique la plus abondante sur terre.
Cet homo-polymeére est le constituant principal de la paroi cellulaire de nombreux végétaux,
notamment des plantes et des arbres qui ont des teneurs variant de 15 % a 99 %. Les
microorganismes non cellulolytiques ont une capacité tres limitée a dissoudre ce substrat
(Reffas., 2017).

Cette enzyme joue un role important dans plusieurs domaines par exemple :

v' D’aprés (Soumia.,2006) que les cellulases jouent un réle important dans la maturation
des fruits ou elles participent a la libération des ardbmes. Ces enzymes végétales sont
généralement obtenues par extraction a partir des fruits tels que les grains de raisin, les
amandes douces.

v Ladégradation de la cellulose joue un rdle clé dans le cycle de carbone (Lee et al., 2007).
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Figure 27 : Zones d’hydrolyses de la cellulose des souches bactériennes (E6, E19, N21, N25,
K26, K28, K32, 034, 035, 036, 039 et 040) testées aprés 48h d’incubation.
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3.5.4 Activité lipolytique

Selon les résultats obtenus (Tableau VI)ci-aprés ; 10 souches bactériennes sur 42 soit
23.8% de la collection bactérienne, possedent des activités lipolytiques. 1l s’agit des souches
E6.E7.E8.E19.AR12.N21.N22.K32.042 qui produisent toutes une lipase a des niveaux
différents (avec une meilleur activité enregistrée pour la souche N22) et de la souche AR14 ;

productrice d’une lipoprotéinase.

Tableau VI: Les résultats d'activité lipolytique chez nos souches bactériennes.

La souche Enzyme D(diametre) Figure représentatif

E6 Lipase 3mm

E7 Lipase 3mm
ES8 Lipase 1Imm
E19 Lipase 4mm

AR12 Lipase 2mm
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AR14 Lipoprotéinase ~ 5mm
N21 Lipase 1mm
N22 Lipase 5mm

K32 Lipase 4mm
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Lipase 1mm

D’aprés Gopi Mohan et ces collaborateurs (2016), certaines bactéries isolées des éponges
marines possédent une lipase capable d’hydrolyser les triglycérides. 11 s’agit de
Pseudoalteromonas shioyasakiensis SE3(T) et Bacillus sp isolées des éponges Pione
mastifica et Siphonochalinna (ATCC14580 (T)). Siphonella collectés dans la région d'Obhur

au nord de la mer Rouge, Djeddah,

Dans I’étude de (Fehmida et al., 2018), les chercheurs ont mis en évidence une activité
lipolytique chez Vibrio caribii ATCC BAA-2122(T) et Pseudoalteromonas shioyasakiensis
SE3(T) isolées des éponges Pione mastifica et Siphonochalinna siphonella respectivement

prélevées en Arabie Saoudite en 2018, dans la région d'Obhur au nord de la mer Rouge,
Djeddah.

Les lipases présentes diverses applications :

- Des détergents : en éliminant les taches de graisse (Nerurkar et al., 2013; Parra et al.,
2008; Zhang et al., 2012)

- Boulangerie : amélioration de la saveur, prolongation de la durée de conservation,

- amélioration de la texture et du caractere moelleux des produits de boulangerie
(Aravindan et al., 2007; Hasan et al., 2006)

- Production de biodiesel : Modification chimique des huiles végétales pour obtenir

- des composés compatibles avec la plupart des moteurs (Faried et al., 2017; Smitha et
al., 2014)

- En bioremédiation, les lipases sont utilisées lors du traitement de sols contaminés par
des hydrocarbures (Kim et al., 2002).

- Les lipases sont également couramment utilisées en tannerie. Avant le tannage, les
peaux sont lavées dans des bains alcalins (pH 8-13) en présence de lipases de facon a

pouvoir éliminer les graisses sous cutanées. L'utilisation de lipases permet de diminuer
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la quantité de surfactant et de détergent a utiliser dans les bains de lavage, ce qui
contribue a I'obtention de peaux plus souples et plus élastiques (Rhom, 1992).

- Dans l'industrie des cosmétiques et de la parfumerie, les lipases sont utilisées dans la
synthése d'ardmes soit par réactions de transestérification comme pour le 3,7-dimethyl-
4,7-octadien-1-ol qui présente un ardbme de rose (Pandey et al., 1999) ou soit par

estérification directe.

3.5.5 Activité amylolytique
Selon les résultats obtenus 14 souches bactériennes sur 42 soit 33.33% de la collection
bactérienne, possedent une activité amylolytique capable d’hydrolysé 1’amidon. L’hydrolyse

de ’amidon s’exprime par un halo d’éclaircissement autour des colonies (Figure 28).

D’apreés (Shanmughapriya. S et al., 2009) 27 % des souches hétérotopiques isolées de
I’éponge marine F. cavernosa présentaient des zones claires autour des colonies, dont la souche
MMDO047 qui présentait une grande zone claire (>30 mm) autour de la colonie. De notre part,
la souche la plus performante qu’on a pu isoler dans notre expérience, présente un dixiéme de

cette activité.

D’apres (Satyanarayana et al., 2005) de nombreuses espéces du genre Bacillus sont connues
par leur capacité a produire des a-amylases thermostables. Celles-ci comprennent des a-
amylases de B. coagulants, B.licheniformis, Geobacillusthermoleovorans, Stearothermophilus,

et B. thermoamyloliquefaciens.

L’amylase est I’un des principaux enzymes utilisés dans 1’industrie notamment celles

d’origine microbienne vue sa thermo-stabilité.

Utilisées dans des processus d’industries de détergents et d’hydrolyse d’amidon (Karan et al.,
2012).
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Figure 28 : Zones d’hydrolyses de I’amidon par les souches bactériennes testées (AR16.039.
034.K31. K26.E6. AR12.040. K28.N25. E19.N21. K29) apres 48h d’incubation.

3.5.6 Activité protéolytique

La recherche d’une activité protéolytique, chez la collection de souches bactériennes
symbiotiques, sur un milieu Gélose au lait a base d’eau de mer a montré que 9 souches sont
capables d’hydrolyser le lait écrémé. Il s’agit des souches : E1. E2. E3. E6. AR11.AR15.
N20.K33. O37 (figure 29).

Les souches sont dotées, d’une caséinase. Elles représentent environ 21.4% de
I’ensemble de nos souches bactériennes. L’enzyme est mise en évidence par la formation d’un
halo clair autour des colonies.

De nombreuses bactéries produisent des protéases capables de dégrader les protéines.
Les genres les plus connues sont, Pseudomonas sp, Proteus sp, streptomyces sp, clostridiums

sp, Bacillus sp comme Bacillus horikoshii possédant une protéase alcaline (Joo et al. 2002).
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Les protéases sont parmi les enzymes les plus importantes, elles constituent plus de
60% des applications industrielles totales comme agents blanchisseurs dans les détergents ou

dans la synthése des peptides (Dharumadurai et al., 2016).

Prés de 65 % des protéases industrielles sont isolées a partir de sources microbiennes
marines, et elles peuvent résister de maniere significative a une large gamme de solvants

organiques a des températures élevées (Barzkar et al., 2018).

Les protéases sont utilisées dans l'industrie alimentaire pour attendrir la viande,la
synthese des peptides, la préparation des aliments pour nourrissons et le brassage, elles sont
également employées comme additifs dans l'industrie des détergents, dans divers secteurs
pharmaceutiques et médicaux, dans les textiles et dans I'industrie du cuir pour le déhoussage

des peaux et cuirs (Jana et al., 2020).

Elles sont aussi utilisées dans le domaine alimentaire, 1’industrie fromagére, les
détergents, I’industrie de soie, domaine de la pharmacologie, production de médicaments et

dans ’agriculture (El-Safey et al., 2004).
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Figure 29 : Zones de I’hydrolyse de la caséinase par les souches bactériennes testées (E1. E2.

E3. E6. AR11.AR15. N20.K33.037) aprés 72h d’incubation.

Dans la derniére étape de l'activité enzymatique, nous mettons en lumiére les bactéries

les plus importantes qui ont une bonne activité enzymatique.

Ou nous avons remarqué qu'il y a 3 bactéries (E6/N20/K32) appartenant & notre groupe qui ont

5 activités enzymatiques différentes et a des degrés divers.

Suivi par 3 bactéries différentes (O39/K26/034), mais avec seulement 4 activités

enzymatiques.

En dernier lieu, il y a aussi 3 bactéries (N23/N24/K27) qui n‘ont malheureusement aucune

activité enzymatique.
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Nous concluons donc que nous avons une variété d'activités bactériennes.

¢ La souche K32, c’est la souche qui a un diamétre d’hydrolyse le plus élevé para porte
aux autres et le diametre estimé est d’environ 5,5cm dans 1’activité estérasique et méme
son diametre d’hydrolyse dans 1’activité cellulolytique d’environ 2cm, et dans I’activité
amylolytique d’environ 2.9 cm et méme dans ’activité lipolytique son D=4mm.

Cette bactérie (K32) est considérée comme supérieures dans notre groupe en termes

d’activités enzymatiques par aux autres isolats.

3.6 Criblage des activités antimicrobiennes

Les souches bactériennes marines testées in vitro afin d’évaluer leurs activités
antimicrobiennes ont montrés des comportements différents vis a vis de différentes souches
pathogenes. Les résultats sont présentés dans la figure n°30 et 31 ci-dessous et Tableau X

(annexe 8).

3.6.1 Résultat de la recherche des activites antibactériennes
Les résultats de la recherche des éventuelles activités antibactériennes sont présentes dans la

figure ci-dessous :

80,00%
Pourcentage 71, 41%

d’inhibition 70,00%
61,90% .
60,00% 52 ’ 38 /0
50,00%
0,
40,00% 33 | 33%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%
Pseudomonas Staphylococcus Escherichia coli Bacillus cereus Les souches
aeruginosa aureus

Figure 30: Résultat des activités antimicrobiennes marquées par les souches testées contre les

souches bactériennes pathogenes.

71, 41% (E7, AR11, N20, N23, N25, K26, K28, 034, 035, 036, 037, 038, 039, 040,
041) des bactéries symbiotiques marines ont presentées une bactérie antibactérienne contre
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Pseudomonas aeruginosa. Par ailleurs, 61,90% (E1, E7, AR11, N25, K26, K33, 034, 035,
036, 037, 038, 039, 040 et O41) des souches inhibent la croissance de Staphylococcus aureus
et pres de 52,38% (E1, E2, AR11, K28, 034, 035, 036, 037, 038, 039, 040, et 041) inhibent
celle d’E.coli. Enfin, 33,33% (E1, E2, AR11, N23, K28, 034, 035, 036, 038, 039, 040 et

041) uniguement de nos souches ont une activité contre Bacillus cereus.

Le probleme de la résistance bactérienne aux antibiotiques est un vrai enjeu de santé
publique. L'émergence et la diffusion de la résistance aux antibiotiques menacent aussi bien les
pays développés que les pays en développement a une vitesse effrayante (Ouedraogo
etal., 2017). Selon ’OMS, I’antibiorésistance pourrait causer, a 1’horizon 2050, plus de 10
millions déces par an et en devenir ainsi la premiére cause de mortalité (Goel et al., 2021). Les
bactéries deviennent de plus en plus résistantes aux antibiotiques disponibles alors que tres peu

d’antibiotiques sont découverts pour remplacer ceux que I’on perd.
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A droit (E7. E1. O38) ,a gauche (AR11.034.K26) contre Staphylococcus aureus (ATCC 19095)

Figure 31 : Résultats de 1’activité antibactérienne chez la collection de nos souches
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Dans leurs études BALANSA et ses collaborateurs (2020) ont trouvé que I'extrait brut
d'Agelas sp. (Eponges marines), a montré une activité antibactérienne a large spectre. La plus
forte activité a été enregistrée contre la bactérie Gram-positive S. aureus avec une zone
d'inhibition de 25,3 mm, cinq fois le diamétre de la meilleure zone d’inhibition obtenue dans
nos expeériences contre cette bactérie. Cependant dans notre essai nous avons affronté bactérie
contre bactérie contrairement a 1’expérience des chercheurs dans laquelle nous avons incriminé
I’effet de substances biochimiques divers aussi que celui d’un consortium microbien constituant

la flore symbiotique de I’éponge exercant en synergie.

(PIRON 2021.), a trouvé chez I’extrait de Verongula rigida (éponge marine) une
activité antimicrobienne contre Bascillus sp. Cela corrobore avec nos résultats, ou nous
recensons parmi nos souches symbiotiques de 1’éponge Spongia officinalis les souches E1 et
E2 qui montrent une activité contre Bacillus cereus. D’autre part nos résultats viennent
confirmer les affirmations de certains chercheurs qui expliquent que les activités
antibactériennes de certaines espéces marines sont, en réalité, inhérentes a I’activité

antibactérienne de a I’activité des espéces microbiennes symbiotiques qu’elles abritent.

E.M. Bianco et ces collaborateurs (2013) a testé 5 espéces d'algues. 4 des 5 espéces ont
montré une certaine activité contre S. aureus et 3 especes ont montré une activité contre P.
aeruginosa. Dans notre expérience la souche ARI1, symbiotique de 1’algue rouge «
Asparagopsis taxoformis » exerce une activité antibactérienne vis-a-vis des mémes espéces

bactériennes test : S. aureus et P. aeruginosa.

Rodrigues et ses co-auteurs (2004) ont trouvé une activité antibactérienne contre
Pseudomonas aeruginosa uniguement chez une seule espéce parmi 9 éponges et 2 algues a
savoir : Sigmadocia carnosa, une éponge marine. Rappelons ici que pres de trois quarts de nos

souches soit 71,43 % ont une activité contre Pseudomonas aeruginosa.

Nous n’avons tenu compte que des résultats obtenus par la methode des disques car nous
avons notés des incohérences en ce qui concerne les résultats de la technique des puis. Ces
derniéres pourront étre dues a des erreurs de manipulation. Bien que nous ayons noté dans la
littérature scientifique que certains auteurs ont obtenu des résultats différents en testant les

mémes souches par la méthode des disques et celle des puits.

Abadna et ces collaborateurs (2012), ont étudié I’activité antibactérienne par plusieurs
techniques contre trois especes ; Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Klebsiella

pneumoniae. Staphylococcus aureus a été considerée comme non sensible selon les résultats de
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la méthode des disques contrairement aux résultats de la méthode des puits ou sa sensibilité

était bien établie.

71,43% (soit 15 souches : E1, E2, E7, AR11, N23, N25, N26, K28, 034, 035, 036,
038, 039 et 040) de nos souches ont une activité a large spectre contre des souches pathogénes

a Gram+ et a Gram- a la fois.

3.6.2 Résultat de la recherche des activités antifongiques

Comme nous pouvons le constater selon la figure ci-dessus, aucune activité antifongique
n’a pu étre enregistrée contre Candida albicans. Par ailleurs, 33,33 % des souches
symbiotiques (E3, E6, E7, N22, N23, 037, O41) montrent une activité antifongique a 1’égard
d’Aspergillus Niger.

D’autres travaux, comme celui de Rodrigues et ses collaborateurs (2004) ont décrit
deux activités antifongiques exercées par Chrotella australiensis et Sigmadocia carnosa, deux
éponges marines, contre Candida albicans. Les mémes auteurs ont aussi noté les activités
antifongiques de Sigmadocia carnosa, Chrotella australiensis et Cladophora prolifera (une

algue marine verte) contre Aspergillus niger.

Pourcentage 35%
d’inhibition
30%
25%
20%
15%

10%

5%

0%

Les souches

0%

Candida albicans Aspergilus niger

Figure 32 : Résultats de I’activité antifongique chez la collection de nos souches
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A droit (E7. O37.041), a gauche (E3.E2.N22) contre Aspergillus Niger

Figure 33 : Résultats de 1’activité antifongique chez la collection de nos souches

Les souches bactériennes ayant a la fois des activités enzymatiques et antimicrobiennes

intéressantes sont présentées par ordre dans le tableau ci-dessous :

Tableau V11 : Les souches isolées a des activité enzymatiques et antimicrobiennes
intéressantes.

bactérie activités antimicrobiennes  activités enzymatiques =~ TOTAL

039 3 5 8
N20 1 6 7
034 3 4 7
AR11 4 2 6
K26 1 5 6
038 4 2 6
040 3 3 6
K28 3 2 5
035 3 2 5
036 3 2 5
037 2 3 5
041 3 2 5
El 3 1 4
E2 2 1 3
E7 1 2 3
N25 2 1 3
E3 1 1 2
N22 1 1 2
K33 1 1 3
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Nous pouvons dire que les souches (039. N20.043. AR11. K26. 038. 040. K28. 035.
036. 037. 0O41) ont une richesse enzymatique et antimicrobienne considerable et méritent

d’étre le sujet d’études ultérieures.

3.7 L’origine de la coloration bactérienne

A cause de la présence de plusieurs couleurs et leurs changements selon 1’angle
d’observation ou d’illumination, ce n’est pas le phénoméne de pigmentation et non plus de
fluorescence ou bioluminescence car a I’obscurité, il n’y avait pas d’émission. Dans la (Figure
22) Nous avons observé une émission de lumiere de différentes couleurs quand nous utilisons
une source de lumiére intense a la direction ce certaines boites Pétri. L expérience de la piéce
noire nous a permis d’éliminer les phénoménes de fluorescence et de bioluminescence car
aucune lumiere n’a été émise dans la piece. De plus et en raison de la présence de plusieurs
couleurs et leurs changements selon 1’angle d’observation ou d’illumination, nous pouvons

conclure qu’il s’agit d’un phénomene d’iridescence.

La lumiére a été orientée a un angle de 60° par rapport a la boite de Pétri. D aprés nos résultats,
plus de la moitié de nos souches symbiotiques marines sont des souches iridescentes. Environ
57,14 % des souches sont iridescentes figure 34. Nous avons noté que 100% des souches
provenant du coquillage sont iridescentes, alors que 77.77% des souches provenant de 1’oursin,
54.45% des souches isolées a partir de 1’éponges, 66.66% symbiotiques a 1’étoile de mer et

25% seulement des souches symbiotiques a 1’algue rouges sont iridescentes.

Dans la figure 34, l'aspect de l'irisation vert / bleu est dominant mais d'autres couleurs

comme le rouge et le jaune aux bords des colonies sont également observés.
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Figure 34 : Résultats macroscopiques des souches bactériennes iridescentes

(EL1. E4. AR14.E6. E8. N22.N22. 035.041. K26.036. K33) ordonné de gauche vers droit.
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D’aprés (CURJ.,2019) L'iridescence bactérienne, telle que décrite chez les bactéries marines
de la famille des Flavobacteriaceae, résulte de cristaux photoniques formés par des populations

de cellules périodiquement ordonnées dans les biofilms.

Et aussi d’aprés (CURJ., 2019) L'irisation bactérienne a également été liee a la motilité
glissante, qui est une forme de mouvement utilisée par les bactéries pour se déplacer sur une
surface sans structure propulsive. Des études antérieures décrivaient et caractérisaient l'irisation
chez les membres des genres Flavobacteria et Cellulophaga l'irisation chez le genre

Tenacibaculum n'avait pas été bien décrite (CURJ., 2019)

Selon Kientz (2016), l'irisation procaryote a été decrite de maniere ambigué ou négligée
dans la littérature. Chez les bactéries, l'irisation n'a pas été observée a I'échelle individuelle mais
n'a été visualisée que dans des colonies bactériennes ou des suspensions cellulaires concentrées
dans les premiéres ceuvres, des irisations arc-en-ciel diffuses (observées sous transillumination)
ont été rapportées notamment dans des souches d'Haemophilus influenza, cependant, leurs
mécanismes sous-jacents n'ont pas été décrits. En plus de cela, I'irisation métallique de certains
isolats et souches mutantes de Pseudomonas aeruginosa s'est avérée corrélée a l'accumulation
de molécules de 4-hydroxy-2-alkylquinoline mais encore une fois, le mécanisme n'a pas été

dévoilé.
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Les micro-organismes constituent un gisement prometteur de molécules d’intérét
pour de nombreux secteurs d’activité tels que la santé, la pharmacie, la parapharmacie, la
cosmétologie, I’agroalimentaire, la chimie et les énergies renouvelables d'un grand intérét
comme source prometteuse de produits chimiquement intéressants et de métabolites

secondaires bioactifs

Dans la présente étude, nous avons testé la capacité de certaines souches bactériennes isolées
a partir de cing espéces marines a synthétiser des molécules bioactives pouvant apporter une
source naturelle de métabolites trouvant ainsi leurs applications dans divers domaines de la

biotechnologie.

Nous avons pu isoler 42 souches, toutes criblées pour des éventuelles activités
enzymatiques : gélatinase, cellulase, amylase, estérase, ...etc. Alors que 21 souches seulement

ont été testées pour leur pouvoir antibactérien et / ou antifongique.
Les résultats ont montré que toutes les souches possedent une ou plusieurs enzymes.

En effet, 80,95 % des souches possédent une gélatinase. Pres de 28.5 % ont une
cellulase et 25 % ont une amylase, alors que 21.4 % des souches uniquement sont dotées
d’une estérase. Les 23.8 % des activités Lipolytiques sont réparties en 21.42 % d’activités
lipasiques, et 2.38 % d’activités Lipoprotéolytique. Enfin, 21 % seulement des souches

présentent une activité protéolytique.

Nous avons pu aussi mettre en évidence, chez notre collection de souches, des activités

antibactériennes et une activité antifongique a 1’égard d’Aspergillus niger

15souches (E7 ; AR11 ; N20 ; N23 ; N25 ; K26 ; K28 ; O34 ; O35 ; 036 ; 037 ;
038; 039 ; 040 ; 041) soit 71.33% des souches inhibent Pseudomonas aeruginosa, 13
souches (E1 ; E7 ; AR11; N25; K26 ; K33 ; 034 ; 035; 036 ; 037 ; 038 ; 039 ; 040),
soit 61.40% des souches sont actives contre Staphylococcus aureus et 11 souches (E1 ;E2 ;
AR11 ; K28 ; 034 ; 035; 036 ; 038 ; 039 ; 040 ; O41) environ 52.38% contre E.coli .
Bacillus cereus s’est avéré sensible a seulement 7 souches (E1 ; E2 ; AR11 ; N23 ; K28 ;
038 ; 039), soit 33.33% des souches symbiotiques.

Au moment ou 7 souches (E3 ; E6 ; E7 ; N22 ; N23 ; O37 ; O41), soit 33,33 % des
souches présentaient un antagonisme Vis-a-vis d ’Aspergillus niger, aucune souche n’a été

capable d’inhiber la croissance de C. albicans.
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Nos observations durant cette étude nous ont permis aussi de mettre en évidence un
phénomeéne d’iridescence chez 24 souches soit 57,14 % des souches symbiotiques isolées. A
nos connaissances, c’est la premicre étude algérienne qui décrit des bactéries iridescentes.
L’iridescence chez les procaryotes est décrite de fagcon trés modeste dans la littérature

scientifique et mérite d’étre investiguée davantage.

Les souches (039. N20.043. AR11. K26. O38. O40. K28. O35. O36. O37. O41) ont

une richesse génétique considérable et méritent d’étre le sujet d’études ultérieures.
En perspectives ; nous proposons que ce travail soit complété par :

v Une caractérisation plus poussée des souches isolées en utilisant des techniques

de biologie moléculaire.

v La détermination des mécanismes catalytiques, des domaines fonctionnels
ainsi que des conditions de production optimales des enzymes mis en évidence

dans notre travail.

v’ La caractérisation des souches criblées pour leur capacité a produire des
enzymes stables dans des conditions extrémes, qui seront intéressants pour des

applications industrielles.
v" Larecherche de la capacité de nos souches a produire d’autres enzymes.

La production, la purification et la caractérisation des molécules antimicrobiennes mises en

évidence
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Annexe 1 :

La lumiére qui apparait sur un autre écran (placé derriere le premier) est colorée, des franges
irisées sont visibles de part et d’autre de la tache centrale (Kientz .,2012).

- .~
- i
-

Annexe 2 : Matériels non biologiques

L’appareillage utilise est celui retrouve habituellement dans un laboratoire de microbiologie :
Verrerie, balance, bec bunsen, pH métre, agitateur magnétique, étuve, autoclave, réfrigérateur,
pipette pasteur, boites de Pétri, vortex, microscope photonique (OPTIKA) ; flacons ; les tubes

; micropipette, I’ Anse ; disques vierges.

Annexe 3 : Composition des milieux de culture :

*Préparation de bouillon nutritif (BN) :

Extrait de IeVUIre ..o e 1,50g/L
Extrait de viande...........ooiiiiiii e 1,50 g/L
PO LONC. ...t 5,00 g/L

BaU e MCT. .. oot 1000mL
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PH :7,4%0,2 4 25°C

*Préparation de gélose nutritive (GN) :

EXtrait de LeVUTE. ..ot e

Bau de MIET. ..o

PH :7,4+0,2 a 25°C

*Muilieu gélose viande-foie (pour le test biochimique des bactérie)

EXtrait de vVIANde. . ....oooormnn ettt
Peptone ..o

EXtrait de LEVULE. . ..ottt e e e e

pH=7,6

*Preparation de Muller Hinton(MH) :

Extrait de VIande. .....oooooeiiiii e e

Bau e Mer .o

pH :7,3+0,1 a 25°C

*Préparation de milieu Sabouraud(MS) :

Peptone. .. ..o e
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GIUCOSE. - .ttt et 40g
N I5g
Eau distillée. ... . ..o 1000mL
pH :5,6

Annexe 4 : Milieux pour les tests enzymatiques
* Milieu gélose a amidon 1%(MA)

Geélose nutritive ahase d’eau de MET .....onnneee et 1000ml

* Gélose nutritive a 1 % (v/v) de tween 80(ME)

Geélose nutritive a base d’eaude Mer ........ovoviiiiiiiiii 1000 ml
TWEETL (80) ..ttt e e e 10 ml
*Milieu gélatinasique

GRILAtINE. ..ttt ittt ettt 150g
[ ] LTI 11015 12 A7 1000ml
* Milieu gélosé a 0 ,5% de CMC(M.CMC)

Geélose NULTitive A base A’ eau de MET.....ouneeeee ettt e e 1000ml

*Milieu lypolytique (ML)

JAUNE Q7 OBUT . . . 2ml
Bau distillé. . ..ottt 18ml
Gélose nutritive A base d’€aU A€ IMET ... .uunn e e 180ml

Additionnée 2ml de jaune d’ceuf avec eau distillé mélangée doucement ensuit verser le tube

dans le flacon de GN et mélangé aussi doucement.

* Milieu gelosé au lait écrémé



6 Annexes

LUt BCTEIME ..ottt e e e et e e e e e e e e e e et e e aaaaaas 50ml
N T | USROS TPPRPRUPRN 10g
B AU 08 NI .ottt e e e e e e ettt e e e e e e e e e eeaaaaens 1000ml

Annexe 5 : les indicateurs colorés

*Rouge Congo a 0.1%
ROUZE CONEO. .. e e 0.1g
Eau distille ... e 100ml

- Dissoudre 0.1g de Rouge Congo dans un petite volume d’eau distillée puis compléter le

volume jusqu’a 100ml.

* Solution de chlorure de sodium (Nacl) 1M
Chlorure de SOAIUML. ......o.uiti i e e et eaeee e ee e 58,44¢

Bau AiStIllEe. oo e 1000ml
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Tableau V111 : Représente I'aspect microscopique de coloration de gram

L’identification des souches

Forme de souche

L’observation gram microscopique

El

Bacille gram positive
E2

Bacille gram positive
E3

Cocci gram positive
E5

Cocci gram négative
E7

Cocci gram négative
E8

Coccobacille gram négative
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E9

Bacille gram positive
E10

Coccobacille gram positive
E19

Bacille gram positive
AR12

Bacille gram négative
AR14

Bacille gram négative
AR15

Coccobacille gram positive
AR16

Cocci gram positive
AR17

Cocci gram positive
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N22
Bacille gram negative
N23
Coccobacille gram positive
N24
Cocci gram négative
N25
Bacille gram négative
K26
Bacille gram négative
K28
Cocci gram positive
K29
Coccobacille gram négative
K30
Bacille gram négative
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K31

Bacille gram négative
K32

Bacille gram positive
K33

Cocci gram négative
034

Bacille gram positive
035

Bacille gram positive
037

Bacille gram positive
038

Bacille gram positive
039

Bacille gram négative
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040

Bacille gram positive
041

Cocci gram négative
042

Cocci gram négative
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Tableau IX : Les résultats des activité enzymatiques.

La

souche Activité
bactériennes estirasique

+ D=4cm
+ D=lcm

+ D=6cm
+ D=5.5cm

+ D=0.5mm

[El0 |
[E19 |
[AR1L |
[AR12 |
[AR13 |
[AR14 |
[AR15 |
[AR16 |
[ARL7 |
[AR1S |
(034 |
E
(036 |
(037 |
(038 |
039 |
(040 |
041 |
(042 |

Activité
Geélatinasique

+ 4+ + '+ A+ A+ o+ 4+

+ 4+ + + + + + !

+ 1

+ 4+ 4+ + + + A+ A+ A+ A+

Activité
cellulolytique

+ D=1.5cm
+ D=1.6cm
+ D=1.4cm

+ D=2cm

+ D=1.6cm
+ D=1.6cm
+ D=1.2cm

+ D=1.1cm
+ D=1.2cm

Activité

1 + 1 + 1 1 + + + 1

=+

1 + + 1 1

polytique

Activité
amylolytiqgue

+ D=2.7cm
+ D=2cm
+ D=2cm
+ D=2.1cm

+ D=2.3cm
+ D=2.9cm

+ D=2.1cm

+ D=2.1cm
+ D=3cm

Activité
protéolytique
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Annexe 8 :

Tableau X : Résultats des activité antimicrobiennes des souches isolées vis a vis des souches
pathogenes de références

Souche Pseudomonas Staphylococcus Escherichia Bacillus Candida Aspergillus
aeruginosa aureus coli ATCC  cereus albicans niger

2mm 2mm - - - -
1mm - 3mm 3mm - -

-
3mm 3mm 3mm - - -
2mm 4mm 1mm - - -

2mm 4mm 2mm - - -
1mm 4mm - - 2mm

2mm 2mm 2mm imm - -
2mm 5mm 2mm 2mm - -
2mm 3mm 3mm - - -
2mm - 3mm - - 4mm

- : Absence de 1’activité antimicrobienne des souches bactériennes.
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Tableau XI : Les abréviations utilisées sur nos collections des souches bactériennes isolées

042

Espéces Spongia Asparagopsis | Echinaster Indothais | Arbacia
officinalis taxIformis sepositus lacera lixula
(éponge) (algue rouge) | (Eoiledemer) | (Coquillage) | (oursin)

Souches El, E2, E3, | AR11, AR12, | N20, N21,| K26, K27,|034, 035,
E4, E5, E6, | AR13, AR14, | N22, N23, | K28, K29, | 036, 037,
E7, E8, E9, | AR15, AR16, | N24, N25, K30, K31, |038, 039,
E10, E19 AR17, AR1S, K32, K33 040, 041,




