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Introduction

L’écosystéme marin est une source de produits naturels de structures uniques qui possedentdes
activités pharmacologiques. Ces produits bioactifs sont souvent retrouvés en abondance chez les
microorganismes, les algues et chez les invertébrés marins. Les technologies modernes ont
ouvert un vaste champ de recherche pour I’extraction de ces composés a partir des sources
marines pour le traitement des maladies souvent mortelles. Le nombre de produits naturels isolés
des organismes marins augmente sans cesse et dépasse aujourd’hui 18000
composés(Mahalakshmi et al., 2013).

Les bactéries associées aux surfaces des algues et autres organismes marins vivent dans un
environnement de haute compétition ou 1’espace et I’accés aux nutriments sont limités. Dans cet
environnement extréme, les bactéries marines produisent des biomolécules dont la structure et la
composition particuliéres leur conférent des propriétés pour s’adapter aux particularités de ce
milieu naturel. Plusieurs de ces composés montrent des activités pharmacologiques et des
applications potentielles dans différents secteurs de la santé. Ainsi, le criblage des bactéries
marines isolées a partir de la surface des algues et d'invertébrés marins a montré qu'un grand
nombre de ces bactéries produit des métabolites antimicrobiens(Boyd et al., 1999). Le premier
antibiotique de bactérie marine a été identifié et caractérisée en 1966 (Burkholder et al., 1966).

Les souches bactériennes bioactives appartiennent majoritairement a la famille de
Pseudoalteromonadaceae, la famille Actinobacteriaceaeainsiqu’a la famille des Vibrionaceae.
Un certain nombre de composés antimicrobiens d'origine marine ont été caractérisés plus en
détail, y comprisdes depsipeptides, des lipopeptides et des glycolipides(Wietz et al., 2011).

Cette étude se place dans un axe de recherche visant a rechercher de nouvelles molécules
possédant une éventuelle activité antimicrobienne pour subvenir au besoin pour de nouveaux
antibiotiques afin de lutter contre l'augmentation de bactéries pathogénes résistantes aux
antibiotiques. Ce présent travail de recherche va portersur :

v L’isolement, la purification et I’identification des bactéries marines a partir d’algues
marines et d’eau de mer collectées dans la cote de la commune d’El Aouana (Sud-Ouest
de la Wilaya de Jijel).

v’ L’évaluation de I’activité antimicrobienne des souches marines isolées contre plusieurs
souches potentiellement pathogénes.

v Et enfin ’extraction, la caractérisation physicochimique et 1’analyse qualitative par GC-
MS des molécules antimicrobiennes produites par ces bactéries marines.
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I.1. Les écosystémes marins en tant qu’habitats microbiens

Les écosystémes marins ont donné naissance a la Vie il y’ a prés de 4 milliards d’années. Cet
environnement marin est extrémement complexe et comprend une énorme diversité de formes
de vie. Parmi ces formes de vie, les bactéries ont été et sont toujours les formes dominantes (plus
de 90% des surfaces biologiques de la mer des Sargasses seraient habitées par des bactéries ;
Fuhrman et al., 1992). Ces bactéries influencent profondément les grands cycles biogéochimique
du carbone, du soufre et notamment celui de 1’azote (Kettle et Andreae, 2000 ; Kuypers et al., 2003
; Wingenter et al., 2004 ; Wagner et Biebl, 2006). Malgré I'omniprésence et le role de ces bactéries,
elles n’ont été documentées que depuis une trentaine d’années (Gold, 1996).

Un exemple frappant du role prépondérant de cette « biosphére cachée » (Kerr, 1997) reste la
découverte, a la fin des années 1970, a plusieurs milliers de meétres sous les océans dans
I’obscurité, la plus totale et sans aucun apport de matiére organique, de communautés animales
d’une incroyable densité associées aux sources hydrothermales (Lonsdale, 1977). En effet, ces
écosystémes sont basés sur une production primaire assurée par des bactéries chimiosynthétiques
qui vivent libres ou en symbiose avec les organismes et qui sont capables d’exploiter 1’énergie
chimique contenue dans des composés réduits des fluides hydrothermaux pour assurer la fixation
du carbone (Felbeck et al., 1981).

Les sites hydrothermaux forment ainsi un exemple spectaculaire de I’importance que peuvent
avoir les bactéries, et leurs associations avec les organismes supérieurs, dans les écosystémes
océaniques. Toutefois, on sait aujourd’hui que de telles associations symbiotiques sont en fait
trés répandues dans le milieu naturel.

L.2. Distribution des bactéries marines

L.2.1. Distribution Selon la Profondeur : Habituellement, les bactéries sont les plus abondantes
dans la couche supérieure éclairée, et leur nombre décroit avec la profondeur. La croissance
bactérienne dépend du flux de matiére organique dissoute provenant du phytoplancton et du
zooplancton. Le fait que la production primaire soit limitée a la couche éclairée détermine donc
de fagon évidente la distribution verticale des bactéries (Taguchi et platt, 1978)

1.2.2. Distribution régionale : En général, la distribution des bactéries a I'échelle régionale a été
peu étudiée. En gros, l'abondance des bactéries (en cellules par millilitre) dans les lagunes et les
estuaires eutrophes (107), les zones cotiéres (10%) et en haute mer (10°) sont fonction de
I'importance du flux de matiére organique dissoute (Ducklow, 1992).

1.2.3. Distribution Saisonniére : Dans les eaux tempérées, le cycle annuel de I'abondance des
bactéries peut étre assez régulier. Généralement, les bactéries sont plus abondantes en Eté et
moins abondantes en Hiver. La surveillance a long terme du plancton a des stations fixes permet
de détecter les variabilités annuelle et décennale (Li et al., 1995)

1.3. L’adaptation microbienne aux milieux marins

Les bactéries marines doivent s'adapter aux conditions physiques, chimiques et biologiques
présents dans I'environnement océanique, qui se refléte dans leur physiologie et les propriétés
2
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biochimiques. La présence d'une concentration relativement élevée d'ions Na' dans l'eau de mer
a influencé l'exigence de ces ions par la plupart des bactéries marines (Macleod, 1965). Les
Halophiles extrémes peuvent méme avoir des conditions optimales de croissance jusqu'a 10%
(p/v) de NaCl (Bowers et al., 2009). Les bactéries marines sont également capables de vivre dans
des conditions nutritionnelles relativement faibles et a survivre a de longues périodes de famine
(Wai et al., 1999). La diversité des milieux marins a exercé une force motrice sur la sélection de
bactéries menant a de nouvelles stratégies d'adaptation et a la synthése de nouveaux métabolites
(Carvalho et Fernandes, 2010).

1.3.1. Conditions nécessitant une adaptation microbienne

1.3.1.1. Adaptation a la température et la pression : L’adaptation a la température, la
pression et au pH est un des moyens utilisés par la bactérie pour affronter le milieu environnant.
Ainsi, nous constatons I’existence de bactéries thermophiles (7hermus aquaticus) pouvant
résister a des températures de plus de 100°C ou de bactéries psychrophiles (Vibrio marinus)
résistant a des températures en dessous de 0 °C (Hamadouche, 2003). L’adaptation de ces
bactéries implique de nombreuses modifications de leurs composants qui doivent résister et
fonctionner a ces températures (Zoran-Minic, 2006). Par ailleurs, certaines bactéries vivant au
fond des océans dites barophiles sont capables de résister a des pressions de plus de 300 bars
(Neidhardt et al., 1990). La température est I’'un des parameétres les plus importants de cette
adaptation, qui détermine ainsi dans quelles conditions une souche bactérienne peut étre cultivée
au laboratoire (Hamadouche, 2003).

1.3.1.2. Adaptation a la concentration saline : Les especes marines sont adaptées a la haute
salinité des océans, mais on constate que ces germes ne supportent pas de variations trop
importantes du taux de chlorure de sodium auquel elles sont accoutumées. Les bactéries marines
sont donc halophiles, mais non halorésistantes (Hamadouche, 2003).

1.3.2. Mécanismes adaptatifs

1.3.2.1. Adaptation de la membrane cellulaire : Production de lipides spécialisés: Le
maintien de I'intégrité de la membrane cellulaire est indispensable pour les cellules bactériennes,
car elle agit comme une barriére de perméabilité aux solutés, est responsable de I'entretien de
I'état énergétique des cellules, pour la transduction de signal et d'autres processus de transduction
d’énergie et la régulation dela pression (Sikkema et al., 1995).

La capacité des bactéries a maintenir les fonctions biologiques dans des conditions de stress
résulte des changements dans les protéines, stérols, hopanoides et la teneur en caroténoides, mais
principalement de changements dans la composition lipidique de la membrane. En général, les
concentrations de salinité plus élevés entrainent une augmentation de la teneur en phospholipides
chargés négativement, au détriment de phospholipides neutres (Carvalho et Fernande, 2010).

Les changements dans la membrane cellulaire qui conférent un avantage en vertu d'un certain
stress peuvent également aider davantage les cellules. Par exemple, les souches qui ont des
membranes avec un haut degré de saturation, car elles ont été cultivés dans des conditions de
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haute pression seront mieux adaptés a la concurrence pour les éléments nutritifs disponibles sous
des conditions de forte salinité.

La couche externe de bactéries gram-négatives est constituée principalement de
lipopolysaccharides (LPS), qui sont généralement organisées en trois sous-domaines: une région
glycolipide (lipide A), l'oligosaccharide de la matrice, et un polysaccharide appelé
polysaccharide O-spécifique (OPS). Les OPS des bactéries marines sont souvent anioniques.
Dans ce cas, cela pourrait étre vu comme une adaptation a l'environnement marin: les sites
négatifs sur le polysaccharide permettent la formation d'interactions ioniques induites par des
cations bivalents (Leone et al., 2007).

Chez les phsychrophiles, les conditions de froids sont surmontées par incorporation d'acides
gras spécifiques pour maintenir la fluidité de la membrane et le transport des substrats et des
nutriments a travers la membrane (Carvalho et Fernande, 2010). La réponse d'une souche
facultativement barophile a une augmentation de la pression et aussi a basse température
comprend une diminution de la quantité d'acides gras saturés et une augmentation des acides gras
polyinsaturés (Yano et a/, 1997).

Les cellules bactériennes sont également capables de produire des acides gras en tant que
composés de défense. Par exemple, Pseudoalteromonas haloplanktis produit de I'acide
isovalérique (acide 3-methylbutanoic) et 1’acide 2-méthylbutyrique (2-méthylbutanoique), qui
ont des activités antibactériennes (Hayashida-Soiza ct al., 2008).

1.3.2.2. Production d’exopolymeéres et biotensioactifs : Les exopolysaccharides bactériens, ou
plus généralement des substances exopolymériques (EPS), ont plusieurs fonctions, y compris la
protection contre la dessiccation, cryoprotection, la stabilisation des enzymes par le pH tampon
et les fluctuations de la salinité, de la surface adhérente, stockage d'éléments nutritifs et la
séquestration des composés toxiques. Les Polysaccharides représentent en général 40-95% des
EPS (Flemming et al, 2001). La majorité des bactéries marines étudiées produisent des
hétéropolysaccharides de trois ou quatre monosaccharides différents (par exemple, des pentoses,
des hexoses, des sucres aminés ou d'acides uroniques) agencés en groupes de dix ou moins
d’unités répétitives (Van der Merwe et al., 2009).

1.3.2.3. La formation du biofilm : Tel que mentionné dans la section précédente, les polymeres

extracellulaires améliorent I'adaptation et le taux de survie des bactéries dans les milieux marins,

en particulier dans des conditions extrémes. L'EPS modifie le microenvironnement physique et

biogéochimique autour de la cellule. La matrice d'un biofilm peut également se lier et de

concentrer les ions métalliques, métalloides et des molécules, avec la fixation et la libération
+

d'ions métalliques (par exemple, Cd*’, Cu®’, Pb*’, Fe*") en fonction de la composition en EPS,
du pH et de la salinité (Carvalho et Fernande, 2010).

1.4. Les associations symbiotiques bactéries marines — eucaryotes marins

Les surfaces de nombreux eucaryotes marins sont couvertes par des micro-organismes qui
jouent un role important dans la vie de I’organisme hote. Plusieurs études ont montré que les
communautés  bactériennes associées aux surfaces peuvent ~méme déterminer le

4
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développement normal et la morphologie de I'hGte (Provasoli et Pintner, 1977 ; Nakanishi et a/.,
1996 ; Nakanishi et a/., 1999 ; Matsuo et al., 2003).

Les surfaces des eucaryotes marins fournissent un habitat unique pour la colonisation des micro-
organismes ou la concurrence entre les membres de ces communautés et les interactions par voie
chimique avec leur hote sont censées influencer a la fois la diversité et la fonction microbienne.
Par exemple, il est estimé que les eucaryotes marins peuvent utiliser leurs bactéries associées a
leurs surfaces pour produire des composés bioactifs comme un systéme de défense contre la
concurrence et de protéger 'hdte contre la poursuite de la colonisation (Davies, 1996 ; Gold ct
Moellering, 1996).

Les études phylogénétiques des bactéries épiphytiques fournissent une perspicacité fascinante
dans les communautés bactériennes. Souvent la composition de la communauté des micro-
organismes attachés aux surfaces différe de maniére significative de la population bactérienne
de l'eau de mer environnante (Enticknap et al., 2006). Pendant leur vie, les eucaryotes marins
produisent les divers métabolites, qui fournissent les conditions uniques qui peuvent choisir les
meilleurs micro-organismes adaptés (Longford ct al., 2007 ; Webster ct Bourne, 2007).

1.4.1. Les bactéries associées aux algues : Les études des communautés microbiennes associées
aux algues marines ont fourni des connaissances considérables sur les interactions chimiques
avec leur hote et entre les membres de la communauté microbienne.

L’algue rouge Delisea pulchra est connue pour son habilitée pour se défendre contre la
colonisation de sa surface via la production de molécules inhibitrices du quorum sensing ce qui
peut influencer sa population bactérienne épiphytique (Maximilien et a/, 1998 ; Manefield ct al,
1999). Les phylums bactériens les plus connus chez cette algue sont : Proteobactéria suivie de
Bactéroidetes (Egan et al., 2000 ; Holmstrom et al., 2002).

1.4.2. Les bactéries associées aux éponges : Les éponges sont les plus anciens invertébrés
multicellulaires, les éponges ont été classés en deux groupes en fonction des niveaux de
bactéries qu’elles contiennent: «éponges a grande abondance microbienne" (également appelé
« bacteriosponges») et «éponges a faible abondance microbienne». Dans certains cas, les
éponges peuvent abriter de grandes quantités de bactéries dans leurs tissus qui peuvent
représenter jusqu'a 40% de leur biomasse. Depuis les années 1970, I'association des éponges et
des bactéries a été systématiquement étudiée par des méthodes microscopiques et des cultures
bactériennes (Chang-Qing Li et al., 2011).

1.4.3. Les bactéries associées aux coraux : Les communautés bactériennes associées au corail
sont connus pour étre diversifiée et trés abondante. Ces communautés dynamiques exploitent un
certain nombre d'habitats associés aux coraux, y compris le mucus sur les surfaces des coraux,
les niches intracellulaires dans les tissus coralliens les espaces au sein du squelette corallien et
l'eau de mer environnante du corail. Chacun de ces habitats sont soupgonnés d'abriter des
différentes populations bactériennes. En dépit de la diversité bactérienne €levée, les coraux ont
été signalés aux communautés microbiennes spécifiques a l'espéce qui portent des effets
bénéfiques, mais leur role sur la santé du corail est mal compris. Dans les environnements des
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récifs coralliens, les bactéries dépendent de composés organiques produits par des organismes
autotrophes (Raina et al, 2009).

1.4.4. Les bactéries associées aux Mollusques : Le genre Vibrio fischeridu phylum y-
Protéobactérie forme une association unique avec le calamar, Scolopes euprymna. La bactérie se
produit librement dans I'eau de mer et est capable de coloniser ’organe lumiere du calmar
mineur. En arrivant a haute densité cellulaire, le symbiote émet de la lumiére générée par la
luciférine / chimiluminescence l'intermédiaire de la luciférase. La lumiére émise est utilisé par le
calmar comme un camouflage pendant chasse au clair de lune (Piel. 2008).

1.4.5. Les bactéries associées aux Crustacés : Lindquist et ses collégues (2007) ont signalé une
symbiose intéressante entre isopodes Santia spp et des bactéries. Les isopodes portent des
populations microbiennes ~episymbiotiques dominées par cyanobactéries photosynthétiques
préférentiellement exposées aux habitats ensoleillés. La prédation par les poissons est évitée par
la production microbienne de leurre avec des structures non encore connues, les isopodes
profitent apparemment de deux fagons, nutritionnellement et chimiquement, a partir de ces
bactéries (Piel, 2008).

I.5. Les principales familles des bactéries marines

L.5.1. La famille des Vibrionaceae : La famille des Vibrionaceae appartient au phylum des y-
Protéobactéries qui comprend six genres: Vibrio, Photobactérie, Salinivibrio, Grimontia,
Enterovibrio et Aliivibrio. La famille comprend plus de 115 espéces décrites formellement. Les
Vibrios sont des habitants communs des milieux aquatiques, en particulier les océans, et ils sont
connus pour vivre librement ou associés comme symbiotes avec des animaux aquatiques, des
eaux marines ou estuariennes ou comme des parasites des poissons, crustacés et mollusques.
Les Vibrios semblent avoir un role clé dans la santé des coraux. Ils peuvent offrir une protection
contre les agents pathogénes ou de contribuer a la fixation de l'azote. Vibrio harveyi, V.
campbellii, V. rotiferianus, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. natriegens et V. mytili sont
membres du groupe Vibrio, (Chimetto et al., 2011). Plusieurs espéces de Vibrio affichent un taux
de croissance extrémement élevé, ce qui les rend dominantes, en particulier dans les milieux
eutrophiques (Thompson et al., 2003).

1.5.2. La famille des Pseudoalteromonadaceae : Le genre Pseudoalteromonas, tel qu'il est
actuellement défini, comprend des bactéries hétérotrophes, Gram négatif, aérobie, catalase et
oxydase positive, chimiohétérotrophe en forme de batonnet, avec des flagelles polaires et sont
des habitants communs des milieux marins (eau de mer, algues, invertébrés marins). Malgré les
difficultés concernant l'identification des isolats environnementaux, la liste des espéces du genre
Pseudoalteromonas ne cesse de croitre (Ivanova et al., 2002). Tous les membres de ce genre
nécessitent des ions Na'. Une caractéristique intéressante de Pseudoalteromonas est que le genre
peut étre divisé en deux, espéces pigmentées et non pigmentes.

L’analyse de quelques isolats pigmentés conduit a une conclusion générale est que les espéces
de Pseudoalteromonas pigmentée possédent un large éventail de composés extracellulaires
bioactifs associés a la sécrétion. Les espéces non pigmentées de Pseudoalteromonas ne
semblent pas partager la méme ampleur de synthése d'un composé bioactif (Stelzer et al., 2006).
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L5.3. La famille des Alteromonadaceae : A l'origine, le genre Alteromonas se composait de
quatre espéces de bactéries marines aérobies, Gram négatif non pigmentée avec des flagelles
polaires, Alteromonas macleodii (I'espéce type du genre), Alteromonas vaga, Alteromonas
communis, et Alteromonas marinopraesens. Le nom de la derniére espece a €té changé par
Alteromonas haloplanktis (Gauthier et al., 1995). Un bon nombre de ces especes, cependant, ont
été progressivement reclassés dans d'autres genres comme Marinomonas, Pseudoalteromonas et
Shewanella. Les membres de la famille d’Alteromonadaceae ont une forme de batonnet,
bactéries mobiles qui ne forment pas d’endospores ou microkystes. Elles sont chimio-
organotrophes, ont un métabolisme respiratoire et utiliser l'oxygéne comme accepteur
d'électrons. Toutes les espéces ont besoin de Na' pour la croissance. Toutes les espéces ont été
isolées a partir des habitats marins (eaux marines cotiéres et invertébrés marins) (Martinez-
Checa et al., 2005).

1.5.4. La famille des Shewanellaceae : Actuellement, le genre Shewanella comprend plus de 20
especes (Shewanella algues, S. amazonensis, S. baltica, S. benthica, S. colwelliana, S.
denitrificans, S. fidelis, S. frigidimarina, S. gelidimarina, S. hanedai, S. japonica, S.
livingstonensis, S. marinintestina, S. Massilia, S. olleyana, S. oneidensis, S. pealeana, S.
putrefaciens, S. sairae, S. schlegeliana, S. violacea, S. waksmanii et S. woodyi). Ces espéces sont
Gram-négatif, aérobie anaérobie facultatives et, facilement cultivables, principalement associées
a des habitats aquatiques. Au cours de la derniére décennie, les bactéries de ce genre ont fait
’objet de nombreuses études en raison de leur role important dans la bioremédiation co-
métabolique des polluants organiques halogenes, 1’acidification destructrice du pétrole brut et la
réduction d’oxydes de magnésium et de fer et leur capacité a produire de fortes proportions
d’acides gras polyinsaturés (AGPI) (Ivanova, 2004).

L.5.5. Le genre des Marinomonas : Le genre Marinomonas a été créé par Van Landschoot et De
Ley (1983) a la suite du reclassement de deux especes, Alteromonas communis et Alteromonas
vaga, comme Marinomonas communis et Marinomonas vaga. Par la suite, le genre a été élargi
avec l'ajout de Marinomonas mediterranea, M. primoryensis, M. aquimarina, M. pontica, M.
ushuaiensis, M. dokdonensis, M. polaris, M. ostreistagni et M. Arctica. Lyudmila (Romanenko et
al., 2009).

Le genre Marinomonas comprend des souches bactériennes Gram-négatif distribués dans
différents milieux marins. La plupart des espéces reconnues du genre ont été isolées a partir
d'échantillons d'eau de mer prélevés en différents lieux géographiques (océan pacifique, mer
méditerranée, mer noire...). Certaines ont été isolées a partir des environnements froids, comme
les régions subantarctiques (Marinomonas polaris). La seule espece décrite comme étant
associée a des organismes supérieurs est Marinomonas ostreistagni (Espinosa et al., 2010).

1.5.6. La famille des Bacillaceae : Le genre Bacillus est une grande et diverse collection de
bactéries aérobie et anaérobie facultatif, en forme de batonnet, Gram-positif, formant des
endospores. Le genre comprend des bactéries thermophiles et psychrophiles, acidophiles et
alcalophiles, d'eau douce et des halophiles qui utilisent un large éventail de sources de carbone
pour la croissance hétérotrophe ou autotrophe (Zoe et al., 2009).
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L5.3. La famille des Alteromonadaceae : A l'origine, le genre Alteromonas se composait de
quatre espéces de bactéries marines aérobies, Gram négatif non pigmentée avec des flagelles
polaires, Alteromonas macleodii (I'espéce type du genre), Alteromonas vaga, Alteromonas
communis, et Alteromonas marinopraesens. Le nom de la derniere espece a été changé par
Alteromonas haloplanktis (Gauthier et al., 1995). Un bon nombre de ces especes, cependant, ont
été progressivement reclassés dans d'autres genres comme Marinomonas, Pseudoalteromonas et
Shewanella. Les membres de la famille d’Alteromonadaceae ont une forme de batonnet,
bactéries mobiles qui ne forment pas d’endospores ou microkystes. Elles sont chimio-
organotrophes, ont un métabolisme respiratoire et utiliser l'oxygéne comme accepteur
d'électrons. Toutes les espéces ont besoin de Na' pour la croissance. Toutes les espéces ont été
isolées a partir des habitats marins (eaux marines cotiéres et invertébrés marins) (Martinez-
Checa et al., 2005).

1.5.4. La famille des Shewanellaceae : Actuellement, le genre Shewanella comprend plus de 20
espéces (Shewanella algues, S. amazonensis, S. baltica, S. benthica, S. colwelliana, S.
denitrificans, S. fidelis, S. frigidimarina, S. gelidimarina, S. hanedai, S. japonica, S.
livingstonensis, S. marinintestina, S. Massilia, S. olleyana, S. oneidensis, S. pealeana, S.
putrefaciens, S. sairae, S. schlegeliana, S. violacea, S. waksmanii et S. woodyi). Ces espéces sont
Gram-négatif, aérobie anaérobie facultatives et, facilement cultivables, principalement associées
a des habitats aquatiques. Au cours de la derniére décennie, les bactéries de ce genre ont fait
I’objet de nombreuses études en raison de leur role important dans la bioremédiation co-
métabolique des polluants organiques halogenes, 1’acidification destructrice du pétrole brut et la
réduction d’oxydes de magnésium et de fer et leur capacité a produire de fortes proportions
d’acides gras polyinsaturés (AGPI) (Ivanova, 2004).

L.5.5. Le genre des Marinomonas : Le genre Marinomonas a été€ créé par Van Landschoot et De
Ley (1983) a la suite du reclassement de deux especes, Alteromonas communis et Alteromonas
vaga, comme Marinomonas communis et Marinomonas vaga. Par la suite, le genre a été élargi
avec l'ajout de Marinomonas mediterranea, M. primoryensis, M. aquimarina, M. pontica, M.
ushuaiensis, M. dokdonensis, M. polaris, M. ostreistagni et M. Arctica. Lyudmila (Romanenko et
al., 2009).

Le genre Marinomonas comprend des souches bactériennes Gram-négatif distribués dans
différents milieux marins. La plupart des espéces reconnues du genre ont été isolées a partir
d'échantillons d'eau de mer prélevés en différents lieux géographiques (océan pacifique, mer
méditerranée, mer noire...). Certaines ont été isolées a partir des environnements froids, comme
les régions subantarctiques (Marinomonas polaris). La seule espéce décrite comme étant
associée a des organismes supérieurs est Marinomonas ostreistagni (Espinosa et al., 2010).

1.5.6. La famille des Bacillaceae : Le genre Bacillus est une grande et diverse collection de
bactéries aérobie et anaérobie facultatif en forme de batonnet, Gram-positif, formant des
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II.1. Les produits naturels extraits a partir des bactéries marines

Les bactéries marines ont récemment émergées comme une nouvelle source de produits naturels
qui sont utilisés pour le développement de nouveaux médicaments ou autres produits d’intérét
commercial (Moore, 1999).

Un grand nombre d’études a montré que les bactéries marines telles que Streptomyces,
Alteromonas, Pseudoalteromonas ou encore Roseobacter par exemple sont capables de produire
une gamme des molécules biologiquement actives n’existant pas chez les bactéries terrestres, telles
que des antibiotiques, toxines et antitoxines, les agents anti tumoraux et antimicrobiens, et en
conséquence, elles ont été une matiére de recherche d’un grand intérét pendant beaucoup
d'années (Camps, 2011).

Les bactéries marines produisent ces composés chimiques pour leur usage personnel dans un
choix de fonctions diverses comprenant la défense, l'offense et la signalisation. L'énorme arsenal
chimique évolué dans ces buts est la matiére premiére pour beaucoup de produits
pharmaceutiques et biotechnologiques (Mousumi et al., 2007).

IL.2. Production des métabolites secondaires a partir des bactéries marines

La notion de métabolites secondaires est trés large allant de la biosynthese d’antibiotiques, de
vitamines, de précurseurs de vitamines et d’antibiotiques, alcools et acides organiques de bas
poids moléculaire, stérols, pigments, etc (Guezennec et Debitus, 2005).

I1.2.1. Métabolites secondaires antimicrobiens et cytotoxiques et leurs applications

11.2.1.1.Métabolites secondaires des bactéries marines gram négatives : Les bactéries gram
négatif sont omniprésentes dans les environnements marins. Elles sont plus abondantes par
rapport aux bactéries gram positif et sont mieux étudiées du point de vue taxonomique,
écologique, et phylogénétique (Murphy et al., 2012).

I1.2.1.1.1. Métabolites secondaires des Pseudomonadaceae: C’est a partir de la souche
marine Pseudomonas bromoutlis que le premier produit microbien naturel,
Pentabromopseudiline, a été identifié en 1966. Cet antibiotique comprend un cadre inhabituel
possédant un petit squelette carboné. Tandis que la majorité de sa masse moléculaire est dérivée du
Brome. Le Pentabromopseudiline a été connu pour avoir une activité biologique, mais c’est
jusqu’en 2009 que le mécanisme d’action spécifique a été identifi¢. Il a montré un potentiel
d’inhibition de la myosine, une protéine de transport qui facilite le transport d’autre protéine tel
que la tubuline. Les applications thérapeutiques des inhibiteurs sélectifs de myosine comprennent
le traitement du cancer, l'insuffisance cardiaque et le paludisme (Murphy et al., 2012).

Pseudomonas stutzeri (CMG 1030) a montré une activité inhibitrice prononcée contre plusieurs
bactéries pathogeénes. L’extrait d'acétate d'éthyle a donné un nouvel métabolite antibactérien
nommé Zafrin. Le criblage du Zafrin a indiqué une activité contre un groupe important de micro-
organismes cliniques et environnementaux. Le Zafrin ne cible pas la paroi cellulaire bactérienne
et son motif de lyse ressemble a celui des composés tels que la nisine et le Triton X-100, qui

perturbent la membrane cellulaire (Debbab et al., 2010).
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La Pyrrolnitrine (figure 01), un chloropyrrol a été isolé a partir de Pseudomonas pyrrocinia. Elle
posséde une action contre les membres du genre 7rychophyton et de nombreux champignons du
sol phytopathogénes comme Rhizoctonia solani et Fusarium sambucinum et contre les agents
pathogénes fongiques foliaires tels que Fusarium graminearum, F. culmorum et Pyrenophora
tritici repentis. Ce composé a été commercialisé au Japon sous le nom de PYRO-ACE pour le
traitement d’infections dermatologiques superficielles. Sa sensibilité a la lumieére empéchait
l'utilisation de pyrrolnitrine (figure 01) en tant que fongicide (Weissman et Muller, 2010).
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Figure 01 : Structures chimiques de certains métabolites secondaires des Pseudomonaceae ;
(01): Pentabromopseudiline, (02): Pyrrolnitrine. (Murphy et al., 2012 ; Weissman et Muller ,2010)

11.2.1.1.2. Métabolites secondaires des Vibrionaceae : Une espece non décrite de Vibrio a été
isolée a partir de 1’éponge, Hyrtios altum. Cette bactérie produit un indole inhabituel, trisindoline
(figure 02). De méme, une structure similaire bis-indole a été isolée a partir de cette souche et a
montré une activité antibactérienne contre un certain nombre de bactéries pathogenes
(Escherichia coli, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus) (Murphy et al., 2012).

Un depsipeptide cyclique antibactérien unnarmicine A (figure02) a été isolé a partir de cultures
d'une bactérie du genre Photobacterium, de la famille des Vibrionaceae. L’Unnarmicine A
présentait une activité inhibitrice envers quelques souches a-Protéobactéries du genre
Pseudovibrio. L'activité antimicrobienne contre les bactéries Gram-positives (Bacillus subtilis) et
microalgues (Prorocentrum micans) a été découverte en association avec le métabolite
magnesidin A contenant du magnésium (figure 02) (Murphy et al., 2012).

" - Mgy .,:

Figure 02: Structures chimiques de certains métabolites secondaires des Vibrionaceae ;
(01) : Trisindoline, (02) : Unnarmicine, (03) : Magnesidine A. (Murphy et al., 2012).
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Vibrio marinus a été isolé a partir de la mer Baltique avec une action antivirale contre de
nombreux entérovirus. Vibrio harveyi, V. fischeri et Photobactérie leiognathi ont été trouvés a
produire de la L-asparaginase. Cette enzyme a montré des essais cliniques pour des traitements
antitumoraux, antileucémiques et une forte activité contre E. coli, Citrobacter freundi (Mousumi
etal., 2007).

1L.2.1.1.3. Métabolites secondaires d’Alteromonadaceae : Une autre souche associée aux
éponges, une espéce non encore décrite du genre Alteromonas, a été montrée pour produire le
lactame alteramide macrocyclique A. Cette bactérie a été isolée a partir d'un échantillon de
I’éponge Halichondria okadai recueillies a Kanagawa, au Japon, et la cytotoxicité du métabolite
concerne un certain nombre de lignées cellulaires de cancer (Shigemori et al., 1992).

Une espéce d’Alteromonas supplémentaire qui n’a pas encore ¢té identifiée compleétement
taxonomiquement est Alferomonas cf. rava. isolée de l'eau de mer, cette bactérie produit le
thiomarinol B (figure 03), qui affiche une activité antibactérienne contre diverses bactéries gram
négatives et gram positives. Ce métabolite est une structure hybride de deux classes
d’antibiotiques déja connus : les acides pseudomoniques et les pyrrothines (Tresa et a/., 2010).

Le genre Alteromonas a été trouvé communément associé avec les éponges marines qui
produisent du macrolactame et des composés d'esters d'amides ayant des propriétés cytotoxiques
et antimicrobiennes. L'alcaloide tétracyclique alteramide A a montré une activité cytotoxique
contre la leucémie P-388, lymphome L-1210 et des cellules carcinome KB de I’épiderme (Tresa
etal., 2010).

Figure 03 : Structures chimiques de certains métabolites secondaires des Alteromonadaceae ;
(01) : Thiomarinol B, (02) : Alteramide A. (Shigemori et al., 1992)

11.2.1.1.4. Métabolites secondaires des Pseudoalteromonadacea : Au sein de la famille de
Pseudoalteromonadaceae se trouve le genre Pseudoalteromonas qui est la source d'un grand
nombre de produits naturels marins. Parmi eux se trouve un dérivé bromé, la Korormicine, isolé
a partir d'une souche de Pseudoalteromonas recueillic a la surface d'une espéce de l'algue non
décrite Halimeda de la mer Palauan. La korormicine, métabolite original, a inhibé la translocation
Na'- NADH-quinone réductase, un processus de translocation d’ion Na' qui est répondu chez les
bactéries Gram négatif. Cette propriété a permis d’utiliser les korrmicine comme un antibiotique
contre les souches bactériennes nécessitant une pompe a sodium (Yoshikawa et al., 1998).
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Pseudoalteromonas phenolica sp. Nov. O-BC30T a été rapporté pour produire un antibiotique
bactéricide "MC21-A" contre Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM). MC21-
A a montré une activité antibactérienne comparable a celle de la vancomycine. Cette substance a
également ¢été active contre FEnterococcus serolicida, Enterococcus faecium et Enterococcus
faecalis, mais a été moins active contre Streptococcus sp. (Mousumi et al., 2007).

Figure 04 : Structures chimiques de certains métabolites de Pseudoalteromonadaceae ;
(01) : Korormicine,( 02) : A. MC21-A( 1998 ; Mousumi et al., 2007)

I1.2.1.2. Métabolites secondaires des bactéries marines gram négatives

I1.2.1.2.1 Métabolites des Bacillaceae : Une nouvelle lactone de 24 maillons (macrolactinen A),
qui représente une nouvelle classe de macrolides a été isolé a partir d'une bactérie non décrite
isolée des sédiments des fonds marins (plus tard isolé d'une souche marine de Bacillus
amyloliquefaciens). Le macrolactine présente une activité antibactérienne considérable et
également une activité antivirale contre Herpes simplex. A ce jour, il ya eu au moins 18
macrolactines isolées, et presque tous ont été produites par des souches de Bacillus marins (B.
marinus, B. subtilis, B. polyfermenticus, B. amyloliquefaciens et Bacillus spp.) (Luet al., 2008).
De nouveaux antibiotiques, YM-266183 et YM-266184, ont été retrouvés dans le bouillon de
culture de Bacillus cereus QN03323, qui a été isolé a partir de Halichondria japonica. 1ls ont
montré une activité antibactérienne puissante contre les staphylocoques et les entérocoques, y
compris des souches multi résistantes, alors qu'ils étaient inactifs contre des bactéries Gram
négatif. La souche bactérienne marine Bacillus pumilus AAS3 isolé de 1’éponge de la
Méditerranée Acanthella acuta, a produit un diglucosyl-glycérolipide, GGL11. Les Etudes
Antitumorales ont montré que la promotion de la diglucosyl-glycérol GG11 inhibe fortement la
croissance des cellules tumorales lignes HMO02 et Hep G2 (Tresa et al., 2010).

7,
14y

Figure 05 : Structure chimique du métabolite de B. amyloliquefaciens (Macrolactine A). Tresa et
al., 2010
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Etude expérimentale 1. Matériel et Méthodes

I1.1. Matériel
I1.1.1. Echantillons et site de prélévement

Des échantillons d’eau et de macroalgues (tableau 01) ont été collectés durant le mois de mai
dans la cote de la commune d’El Aouana a I’Ouest de la Wilaya de Jijel. Le prélevement
d’échantillons a été effectué par des plongeurs appartenant a ’unité de la protection civile de la
Wilaya de Jijel a différentes profondeurs (surface, 6 m, 23 m, 40 m). Les échantillons ont été
placés dans des flacons hermétiques stériles contenant de ’eau de mer environnante et
transportés sous froid jusqu’au laboratoire. La carte si dessous illustre le site de prélévement des
échantillons.

Figure 06 : Carte illustrant le site de prélévement des échantillons
(https://maps.google.dz/maps) version 2012.

Tableau 01 : Algues marines prélevées pour I'isolement des bactéries marines associées a leurs
surfaces (www.les algues de la meditéranée.com)

Padina pavonica Jania rubens . Paszdoma oceanica
o_lpome'm'a sinuosa  Sphaerococcus
- coronopifolius
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I1.1.2. Les souches indicatrices

Les souches indicatrices utilisées pour la détermination de 1’activité antimicrobienne des souches
marines ont été cultivées sur gélose nutritive. Ces souches et leurs origines sont présentées dans
le tableau 02.

Tableau 02 : Souches indicatrices utilisées pour les tests de [’activité antimicrobienne.
fisonehe: = @ Hal 22000 Ubee
Staphylococus aureis
Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Klebssiella oxytoca : Laboratoire de microbiologie de
e I'hdpital de Taber

Salmonella sp.

Bacillus subtilis - , | ?h?;:glog: g:;;?:mbmlog‘e de

Listéria monocytogenes

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Candida albicans Prélévement vaginal (clinique)

I1.1.3. Milieux de cultures, enzymes et réactifs

Les souches bactériennes marines ont été principalement cultivées sur milieux Zobell [Marine

Agar (MA) et Marine Broth (MB)]. Le bouillon MB, dont le pH a été ajusté a 7.4 en utilisant le

NaOH et le HCI, se compose de : Peptone (5g), extrait de levure (1g), KH, PO, (0.1g), eau de
13
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mer filtrée et stérilisé (quantité suffisante pour un litre). Ce milieu de culture a été filtré et
stérilisé a 1’autoclave (121°C pendant 20 min). Le milieu gélosé (MA) se différencie du milieu
(MB) par I’ajout de 15 g d’agar bactériologique (Zobell, 1941).

Les tests de I’activité antimicrobienne ont été réalisés sur gélose Muller Hinton (institut Pasteur,
Algérie).

L’identification des souches marines isolées a été effectuée a I’aide de galeries API® 20 E™
(Biomatériaux SA, France).

Le tampon phosphate salé¢ (PBS) a été utilisé comme solvant pour les extraits de purification et
pour la récupération de molécules intracellulaires aprés la lyse des bactéries.

La subtilisine utilisée dans cette étude a été obtenue a partir de Bacillus subtilis (Merck, France).

L’acétate d’éthyle grade HPLC (Sigma Aldrich) a été utilisé pour I’extraction des molécules
actives a partir des surnageants de cultures.

I1.1.4. Appareillage
L’appareillage utilisé est le suivant :

e Autoclave (SHI AVX electronic);

e Bain a agitateur ;

e Bain — Marie (GERHARDT);

e Balance (DENYER),

e Centrifugeuse (Bioblock Scientific centrifugeuse 55702);
e Rota-vapeur;

e Four Pasteur (Controls);

e Microscope optique (OLYMPUS);,

e Microscope avec appareil photo (OLYMPUS),
e pH meétre (microprocessor),

e Réfrigérateur (Condor Hisense);

e Vortex électrique (Minishaker IKA).

I1.2. Méthodes

Le présent travail propose d’étudier le pouvoir antimicrobien des molécules produites par les
bactéries marines. Ceci s’inscrit dans une problématique visant a rechercher de nouvelles
molécules bioactives possédant une activité antimicrobienne qui pourrait étre par la suite une
matiére premiére pour la production de nouveaux médicaments.

Les souches bactériennes marines présentes dans les différents échantillons (eau de mer et
macroalgues) ont été isolées, purifiées et identifiées, puis testées pour leurs activités
antimicrobiennes. Les molécules des souches marines ayant présenté une forte activité vis-a-vis
des souches indicatrices lors des tests de I’activité antimicrobienne ont fait I’objet d’une

14



Etude expérimentale II. Matériel et Méthodes

extraction puis d’une analyse qualitative par CG-MS afin de contribuer a la pré-€élucidation de
leurs structures chimiques.

I1.2.1. Isolement et purification des souches bactériennes marines

Les souches bactériennes utilisées au cours de ce travail ont été isolées de I’eau ou des
macroalgues. Deux techniques d’isolement ont été utilisées (Penesyan, et al., 2009)

e La premiére consiste en 1’étalement sur milieu MA de 100 ul d’eau ou de 10 ul de broyat
de macroalgues broyées dans de I’eau de mer stérile ;

e La deuxiéme consiste a découper des morceaux d’environ 1 cm’® sur la surface des
thalles des macroalgues et a les déposer directement sur des boites de Petri contenant du
milieu MA.

Les colonies prélevées au hasard aprés 5 jours d’incubations a 27° C, ont été ensuite purifiées par
repiquage alterné sur milieu MA et en bouillon MB. Chaque souche a fait I’objet d’un examen
macroscopique, d’une coloration de Gram, d’un test de la catalase et de I’oxydase ainsi d’une
identification par API® 20 E™ (Biomatériaux, France). Vingt huit colonies de bactéries ont €té
sélectionnées a partir du milieu MA pour les tests préliminaires de I’activité antimicrobienne
(décrits dans le paragraphe IL1.2.5).

11.2.2. Identification des souches bactériennes marines purifiées

I1.2.2.1. Examen macroscopique : Un examen macroscopique a été effectué sur les boites MA
aprés incubation, ainsi I’aspect des colonies (forme, taille, opacité, consistance, couleur et/ou
pigment) a été décrit pour chaque type de colonies isolées.

I1.2.2.2. Coloration de Gram : Une colonie a été prélevée a partir d’une culture sur boite MA et
étalée sur une lame de verre. La lame a ensuite été séchée a I’air libre, passée a la flamme afin de
fixer ’échantillon puis laissée refroidir a Iair libre. Apres fixation, la lame a été posée sur un
porte-objet et colorée avec le violet de gentiane pendant 1 min avant d’étre rincée au lugol.
Recouverte avec du lugol pendant 1 min, la préparation a ensuite été rincée a 1’eau distillée
pendant environ 5secondes. La lame ainsi rincée, a été soumise a une décoloration a I’éthanol
pendant environ 15 secondes, jusqu’a ce que I’étalement ait pris une couleur gris-bleu puis rincée
a leau distillée pendant environ 5 s avant d’étre colorée a la fushine pendant 1 min, rincée a
nouveau a I’eau distillée puis séchée. Les lames ont été observées au microscope (objectif 100/
grossissement x 1000)

11.2.2.3. Test de la catalase : Pour la réalisation de ce test, chaque culture bactérienne a tester a
été émulsionnée avec de I’eau oxygénée sur une lame propre, la présence d’une catalase se
traduit par I’apparition de bulles d’oxygene.

11.2.2.4. Galerie API 20: Les souches bactériennes marines initialement isolées ont été
identifiées en utilisant une galerie API® 20 E™ . Les bactéries a tester présentes dans le MB ont
été inoculées dans chaque tube de la galerie contenant un substrat différent sur lequel elles
allaient réagir.
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Les colonies des souches a identifier ont été isolées a partir des boites contenant le milieu MA et
suspendues dans 5 ml d’eau physiologiques stérile jusqu'a I’obtention d’une absorbance a 600
nm égale 4 0.45 (égale a 2 Mc Farland). Aprés homogénéisation, I’inoculum bactérien a été
réparti dans les cupules de la galerie a I’aide d’une pipette stérile. Pour éviter la formation de
bulles d’air aux fonds des tubes, la pointe de la pipette a été posée sur le coté de la cupule en
inclinant légérement la boite de la galerie vers I’avant.

Pour les tests ADH, ODC, LDC, H,S, et urée, une anaérobiose a été crées en remplissant les
cupules des tubes avec de I'huile de vaseline stérile. Les galeries ont été incubées a 30 G &
pendant 48 heures. Les profiles biochimiques obtenus ont été analysée a I'aide d’un logiciel
d’identification (bioeluard).

I1.2.3. Cryoconservation des souches marines isolées

Toutes les souches bactériennes marines étudiées ici ont été conservées a -20°C dans un mélange
final liquide de milieu de culture MB et de glycérol 30%.

11.2.4. Test de tolérance au sel

Les tests de tolérance au sel ont été réalisés sur toutes les souches de bactéries marines isolées.
L'évaluation de la tolérance au sel a été effectuée par culture des souches sur du milieu MA
gélosé renfermant des teneurs croissantes en NaCl : 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7% (Dupray,
1986).

11.2.5. Etude de Pactivité antimicrobienne des souches marines isolées

Vingt huit colonies de bactéries ont été sélectionnées a partir du milieu MA pour les tests de
I’activité antimicrobienne. Ces derniers ont été effectués par la méthode des disques sur milieu
solide, afin d’examiner le pouvoir antibactérien et antifongique des molécules produites par les
bactéries marines contre des souches indicatrices (voir tableau 02). Ces tests ont été réalisés sur
milieu Muller Hinton (MH). Des colonies pures des souches indicatrices ont été suspendues dans
de ’eau physiologique stérile de fagon a obtenir une concentration bactérienne de 10® UFC/ml.
L’ensemencement a été réalisé par écouvillonnage.

Des disques de papier Whatman de 6 mm de diamétre ont été imprégnés de 25 ul de chaque
souche bactérienne marine isolée et ont été déposés par la suite sur la gélose MH préalablement
ensemencée par des cultures pures de souches indicatrices. Les boites ont été incubées a
température ambiante pendant 30 minutes, ensuite dans une étuve a 27 °C. Les diamétres des
zones d’inhibition ont été mesurés apres 18 heures d’incubation. Des controles positifs ont été
réalisés avec des disques d’antibiotiques (Camps, 2011).

Les souches bactériennes marines ayant présentées une forte activité antimicrobienne ont €té
identifiées puis testées encore pour I’activité de leurs surnageants. Ces souches ont ét¢ cultivées
dans des erlen Meyers contenant 100 ml du milieu MB additionné de 30% de glucose a
température ambiante sous agitation laminaire pendant 5 a 6 jours (interruption la nuit). 9 ml de
chaque culture bactérienne ont été ensuite centrifugés a 4000 rpm pendant 20 minutes. Les
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surnageants de ces cultures ont été récupérés et testés pour leurs activités vis-a-vis des souches
indicatrices selon la méthode des disques sur milieu solide décrite précédemment en IL.2.5.

Afin de tester une éventuelle activité antimicrobienne des molécules liées a la paroi cellulaires et
celles du contenu intracellulaire des isolats bactériens, 9 ml de chaque culture bactérienne ont €té
centrifugés a 4000 rpm pendant 20 minutes. Les culots bactériens ont été récupérés et laves avec
de I’eau physiologique stérile et re-centrifugés a la méme vitesse pendant 5 minutes. Les culots
ainsi lavés ont été traités avec 500 ul de la solution lytique (1% SDS ; 0.2 NaOH). Apres 5
minutes d’incubation en présence de cette solution, les cellules bactériennes Iésées ont €té
précipitées par centrifugation a 4000 rpm pendant 20 minutes. Les surnageants ainsi récupérés et
additionnés de 2 ml de PBS ont été testés pour I’activité antimicrobienne de leurs molécules
selon la méme technique décrite précédemment en IL2.5.

I1.2.6. Caractérisation physicochimique des molécules antimicrobiennes des souches
productrices

Les molécules produites par les souches marines, ayant une activité antimicrobiennes ont €té
testées pour leur stabilité a la chaleur et leur susceptibilité a la dénaturation par les enzymes.

11.2.6.1. Stabilité a la chaleur

Pour vérifier la stabilité des molécules antimicrobiennes produites par les bactéries marines, un
test a la chaleur a été appliqué. Des aliquotes de 0.5 ml du surnageant de chaque souche ont été
exposés a divers traitements thermiques : 50°C, 70°C et 100 °C pendant 60 minutes. Vingt cing
microlitres de chaque surnageant traité ont €été utilisés pour le test de I’activité antimicrobienne
déterminée par la méthode des disques. Staphylococcus aureus a été utilisé comme souche
indicatrice.

I1.2.6.2. Susceptibilité a la dénaturation par les enzymes

Les surnageants des cultures bactériennes productrices des molécules antimicrobiennes ont €té
incubés pendant 2 heures a 37 °C avec une solution a 1 mg/ml de subtilisine (Merck) et de a-
amylase (Merck) dans 5 ml tris-HCI, pH 8. Aprés incubation, les enzymes ont été inactivées par
un choc thermique (5 minute a 100° C). L’activité antimicrobienne a été évaluée sur milieu
solide par la méthode des disques, en utilisant Staphylococcus comme souche indicatrice.

11.2.7. Extraction des molécules antimicrobiennes

Les molécules antimicrobiennes des souches marines sélectionnées pour Iactivité
antimicrobienne de leurs surnageants et initialement cultivées dans 100 ml de MB ont été
extraites avec un volume égal d’acétate d’éthyle grade HPLC dans des ampoules a décanter
pendant 30 minutes. La phase organique a été transférée dans des ballons d’extraction et le
solvant d’extraction a été évaporé sous vide. L’extrait obtenu a été stocké a -20°C jusqu’aux
prochaines analyses (Boyd et al., 2009).
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I1.2.8. Analyse qualitative des molécules antibactériennes par GC-MS

Les analyses ont été faites a ’aide d’un chromatographe Perkin Elmer équipé d’une colonne
capillaire (SE30 25 m/ 0.32mm / 0.25 pm) (Shimadzu QP2010). L’hélium était utilisé comme
gaz vecteur avec un flux de 1ml/min. Les conditions opératoires sont les suivantes (Jhonson ct
al., 2012):

e Programmation de températures de 80 a 310°C a 10°C/min ;
e Latempérature de I’injection était de 280°C ;
e Injection en mode split.

Les extraits des molécules antimicrobiennes ont été traités avec l’acide acétique anhydre-
pyridine (1 :1, V/V) a température ambiante pendant 30 minutes avant d’étre analysés par GC-
MS.
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IIL.1. Isolement et purification

Au cours de cette étude, nous avons procédé a I’isolement de bactéries marines a partir
d’échantillons d’eau de mer et d’algues. On observe bien sur la figure 07, le développement d’un
tapis bactérien entourant les fragments d’algues et cela signifie que les surfaces des algues
abritent des communautés de bactéries diverses et leurs procurent tous les éléments nécessaires a
leurs survie et croissance. Ces propos ont été confirmés par Boyd et al. (1999) qui ont arrivé a
isoler 280 bactéries épiphytiques de plusieurs rangs d’algues marines.

Figure 07: Croissance des bactéries marines sur milieu marine- agar autour des fragments d’algues
marines.

Les colonies prélevées a partir des tapis qui entourent les fragments d’algues ont été ensuite
purifiées par repiquage alterné sur milieu MA, jusqu’a ’obtention de cultures pures (figure 08).
Vingt huit colonies de bactéries ont été sélectionnées a partir du milieu MA pour les tests
préliminaires de I’activité antimicrobienne.

Figure 08 : Colonies pures des bactéries marines isolées sur milieu Marine Agar.
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I11.2. Identification des bactéries marines isolées a partir d’eau de mer et d’algues marines

Les souches ayant provoqué I’inhibition des souches indicatrices, faisaient ’objet des tests de la
coloration de Gram, de la catalase et de la galerie API20. A partir de ces derniers, nous avons pu
identifier 5 souches différentes. Les résultats sont présentés dans le tableau 03.

I11.2.1 Examen macroscopique

Toute les colonies observées sur gélose MA, étaient grandes, blanchatres et d’aspect gluant
laissant & penser a une éventuelle production d’exopolysacharides par ces bactéries. La couleur
des colonies de Vibrio alginoliticus et Vibro parahaemolyticus viraient au jaune et au rouge
respectivement aprés cinq jours d’incubation a 27°C, ce qui pourrait étre un signe de la
production et de I’accumulation de métabolites secondaires qui auraient conférer une telle
couleur.

Figure 09 : Colonies de V. alginoliticus et V. parahaemolyticus isolées et purifiées sur marine agar

Aprés plusieurs jours d’incubation des boites contenant les fragments d’algues, nous avons
remarqué la formation des creux sur le milieu de culture ou c’est développé le tapis bactériens.
Ce creux est le résultat probable de I’hydrolyse de I’agar par I’enzyme agarase produite par les
souches marines isolées (figure 10).

Figure 10 : Creux résultants de I’hydrolyse du milieu de culture Marin- Agar par l’agarase produite par
Vibrio parahaemolyticus.
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M1.2.2. Coloration de Gram

Le test de la coloration de Gram révéle que toutes les bactéries marines isolées étaient a Gram
négatif Les formes de ces bactéries varient entre la forme coccobacille et bacille incurvé en
virgule. Ces résultats paraissent en parfait accord avec I’étude bibliographique que nous avions
menée au début de ce travail qui révéle I’abondance des bactéries a Gram négatif dans les
environnements marins (a I’exception de Bacillus).

Ainsi, la paroi des bactéries Gram négatif est constituée principalement de lipopolysaccharides
(LPS), l'oligosaccharide de la matrice, et un polysaccharide appelé polysaccharide O-spécifique
(OPS). Les OPS des bactéries marines sont souvent anioniques. Dans ce cas, cela pourrait étre
vu comme une adaptation a l'environnement marin : les sites négatifs sur les polysaccharides
permettent la formation d’interactions ioniques induites par des cations bivalents (Leone et al.
,2007).

IIL2.3. Résultats de la galerie API120

L'emploi de la galerie API 20 pour 1' identification de bactéries hétérotrophes marines est jugé
satisfaisant par Dupray E., 1986, tout au moins en utilisant un milieu de salinité moyenne (1,4
%) et de pH neutre. Dans une autre étude consacrée a 1' influence de la composition du milieu
utilisé sur les réactions biochimiques en galerie API 20.

Les résultats de l'examen des profils biochimiques (galerie API20), la catalase et la coloration de
Gram sont récapitulés dans le tableau 03.
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Tableau 03 : Tableau récapitulatif des profils biochimiques des différentes souches bactériennes isolées d’eau de mer et d’algues marines.

Bm; Bm; Bmjs Bmgy Bms Bms Bmy Bmg
Gram - - . . . . . ¢
Catalase - + o + o . + +
ONPG - + L . i + < +
ADH - + . + + " “ +
LDC + + + + . 5 . T
0oDC + - - + - - - +
CIT ; + + + : z 7 7o
H>S - - - - - - - -
URE - - - - - - - -
TDA + - - + ; ; ; ¥
IND + + + + » . .. T
VP ’ x : - = = - =
GEL “ + + + + + + +
GLU s % + + + - - i
MAN + + + + + . + +
INO - - - - - - - -
SOR - - - - - “ - 5
RHA - - - - - - - -
SAC |+ n - + - . : T
MEL - - - . » - n
AMY - + + 3 - # 5 +
ARA - - - - - - - -
Souche Vibrio Aeromonas | Vibrio Aeromonas | Vibrio | Aeromonas | Aeromonas | Aeromonas
identifiée alginoliticus | hydrophyla | parahemolyticus | hydrophyla | fluvialis | salmonicida | hydrophila | hydrophila

Bm : Bactérie marine, (+) : positif, (<) : négatif
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Certaines de nos souches présentent quelques caractéres communs, disons d'orientation
diagnostique. Ce sont des bactéries a Gram négatif, bacilles incurvés en virgule, aérobies-
anaérobies facultatifs, catalase positive (a I’exception de Vibrio alginolyticus) et mobiles. Ces
caractéres de base nous ont fait placer ces souches dans la famille des Vibrionaceae : trois
souches appartiennent au genre Vibrio (Vibrio alginoliticus, Vibrio parahemolyticus, Vibrio
fluvialis) et 2 au genre Aeromonas (Aeromonas hydrophyla et Aeromonas salmonicida).

IIL.3. Test de tolérance au sel

Les bactéries, objet de cette étude ont été isolées du milieu marin. Il est donc intéressant
d'observer leur croissance en présence de différentes concentrations de NaCl. Les résultats
trouvés aprés avoir testé les souches sur gélosé nutritive enrichie en NaCl a différentes
concentrations (1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%) montrent que la totalit¢ des 5 souches peut
croitre sur ce milieu, cela témoigne que les isolats sont d’origine marine. Selon Erwan Lozach
(2001), la salinité de I’eau de mer est voisine de 3.5%, ce qui constitue un milieu parfait pour la
croissance des bactéries marines et cela confirme parfaitement 1’origine de nos bactéries. Les
bactéries halophiles ont un besoin absolu de fortes concentrations en sel pour vivre, ces bactéries
s’adaptent parfaitement a leur milieu par plusieurs mécanismes.

D’aprés Olsen (1994), les bactéries halophiles peuvent étre considérées comme celles qui ont un
besoin en NaCl pour leur développement. Elles ne se multiplient pas dans un milieu sans NaCl
et, en fonction de la concentration optimale, on peut les qualifier de bactéries halophiles faibles,
modérées ou extrémes. Les bactéries halophiles faibles vivent dans des milieux contenant 1 a 6-7
% de NaCl avec une concentration optimale proche de celle de I’eau de mer (2-3%). Les vraies
bactéries marines sont des halophiles faibles. Elles sont trés diverses et se rencontrent dans les
différents groupes bactériens. Ce qui méne a dire que nos souches sont des bactéries halophiles
faibles.

I11.4. Etude de ’activité antimicrobienne

Vingt huit souches bactériennes marines ont été isolées a partir d’algues marines et d’eau de mer.
Ces souches ont été testées pour leur activité antimicrobienne vis-a-vis des souches indicatrices
(tableau 02) par la méthode des disques (diffusion).

L’activité a été évaluée par la formation de zones claires autour des disques. Parmi les 28
souches testées, seulement 08 possédaient une activité antimicrobienne et provoquaient une
inhibition prononcée des souches indicatrices (diamétre d’inhibition supérieur a 10 mm). Ces
souches présentaient un large spectre d’activité puisque elles sont capables d’inhiber la plupart
des souches indicatrices utilisées. Parmi ces derniéres, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, B.
subtilis étaient les plus sensibles puisque leur croissance était inhibée par la plupart de nos
souches marines (figure 11).
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Figure 11 : Résultats des tests de [’activité antimicrobienne ; (a) : Bacillus subtillis,(b) :
Staphylococcus aureus (v), (c) : E. coli, (d) et (f):Candida albicans, (e): Salmonella sp,

Les 5 souches identifiées a partir de la sous sélection des 09 bactéries possédant une activité
antimicrobienne vis-a-vis des souches indicatrices ont été inoculée en milieux liquide marine.
Aprés 5 jour de culture a 25°C sous agitation laminaire, le surnageant (CFS) d’un aliquote de 9
ml de chaque culture de souche a été récupéré et testé pour son activité antimicrobienne par la
méthode des disques sur milieu solide. Les résultats sont présentés dans le tableau 04.

Tableaux 04 : Résultats de I’activité antimicrobienne des surnageants des cultures bactériennes

B.M Vibrio | Aeromonas Vibrio | Vibrio | Aeromonas

S.1 alginolyticus hydrophyla parahaemolyticus Sfluvialis salmonicida |

E. coli N 31mm | 20 mm | [23mm | 12mm %
'P. aeruginosa | 22mm | 24mm '19mm | 20 mm
Salmonellasp. | 11 mm 25mm i 14mm | 14mm
' B. subtilis ' 15 mm ' 25mm | 13mm “15mm | 10mm
C. albicans 20 mm 16mm | 1I9mm | 12mm

E. coli (v) '23mm | 15mm )_ ' 17mm | 13 mm

S. aureus (v) 23 mm 11 mm | 13 mm 16 mm L 14 mm

 BM :ﬂl;;&é’?i.és marines ; SI: souches in&i&trites .

L activité antimicrobienne des surnageants indique la présence de molécules bioactives qui sont
libérées par les bactéries productrices dans le milieu environnant. Les surnageants des souches
n’ayant pas présenté une activité antimicrobienne révélent que les molécules bioactives sont
probablement liées a la paroi cellulaire de ces souches, chose qui a été confirmée par la suite.
Ainsi, toutes les suspensions obtenues aprés lyse cellulaire de ces souches identifiées
provoquaient une inhibition de la plupart des souches indicatrices.
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W

Toutes les souches ayant engendré [I’inhibition des souches indicatrices appartiennent a la
famille des Vibrionnaceaes : trois souches font partie du genre Vibrio (Vibrio alginoliticus,
Vibrion parahemolyticus, Vibrio fluvialis) et deux du genre Aeromonas (Aeromonas hydrophyla
et Aeromonas salmonicida).

D’aprés plusieurs auteurs, les espéces de la famille des Vibrionnaceaes produisent des molécules
antimicrobiennes qui contribuent a leur abondance au sein des environnements marins (Long et
al., 2005 ; Gram et al., 2010 ; Hibbixg et al.,2010).

Par ailleurs, Long et Azam (2001) ont étudié les interactions antagonistes entre les bactéries
pélagiques et ont trouvé que les Vibrionnaceaes produisent une large gamme de produits
antimicrobiens. Cependant, aucun de ces composés n’a ét¢ isolé et caractérisé. Wietz et ses
collaborateurs (2011) rapportent que la production élevée de molécules antimicrobiennes par les
Vibrio marins révéle I’'importance écologique de cette activité antagoniste.

Malgré son abondance dans I’environnement marin et la flexibilité de son génome, la famille des
Vibrionaceaes reste inexplorée pour sa production de métabolites secondaires. Ainsi, seulement,
93 composés ont été isolés de cette famille de bactéries. La majorité de ces composés ont €té
isolées uniquement de 3 espéces : V. parahaemolyticus, V.anguillarum et V .vulnilicus.

Comme nous l’avons déja mentionné, nous avons isolé 3 especes de Vibrio: Vibrio
alginolyticus, Vibrio fluviatis et vibrio parahemolyticus. Ces 3 espéces ont présenté une activité
antimicrobienne vis a vis des souches indicatrices utilisées (tableau 02), ce qui laisse penser au
pouvoir biosynthétique de molécules antimicrobiennes que possedent ces bactéries.

Certains chercheurs ont pu isoler ces trois espéces a partir d’organismes marins. Ainsi, Haygood
et al. (1993) ont pu isoler le Vibrio fluviatis a partir du plancton marin. Noguchi et ses
collaborateurs ont également parvenu a isoler une espéce de V. alginolyticus a partir des intestins
des poissons. Aucune étude précédente n’a rapporté un pouvoir antimicrobien pour ces 2
especes. Cependant des chercheurs ont pu y isoler plusieurs molécules bioactives. 1l s’agit de la
flavibactine et du Bis [3-(2,3-dihydroxy-benzoylamino)-propyl] amine produits par V. fluvialis
qui posséde une activité sidérophore (Haygood et al., 1993 ;Yamamoto et al., 1993) et de la
tetrodotoxine, un bloqueur des canaux de sodium produit par V. alginolyticus (Lee et al., 2000).
V. parahaemolyticus a été aussi isolé a partir de I’environnement marin, celui ci produit 2
indoles possédant une activité antibactérienne : la turbomicine et le 2,2 Di — (3-indolyl)-3e
indolone (Bell et al., 1994 ; Veluri et al., 2003). Notre étude apporte donc de nouvelles données
concernant le pouvoir biosynthétique de molécules bioactives des Vibrios.

L’identification biochimique a également révélée deux autres souches bactériennes de la méme
famille mais du genre différent. Ces especes sont Aeromonas hydrophila et Aeromonas
salmonicida. Les Aeromonas sont des bactéries omniprésentes dans divers €cosystémes
aquatiques, tels que l'eau de mer, eau douce, les estuaires et les eaux cotieres. Ils sont soit
mésophiles ou psychrophiles, bacilles a Gram négatif non mobiles ou mobiles. Les Aeromonas
identifiés comme des membres de la microflore intestinale dans les poissons et autres animaux
aquatiques (amphibiens, reptiles) peuvent causer diverses maladies dans des conditions de stress
environnementaux. Les espéces Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Aeromonas
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caviae, Aeromonas veronii, Aeromonas sobria et Aeromonas bestiarum ont été décrits comme
des agents pathogénes des poissons. La plus part des études qui ont €t€ portées sur ce genre
concernaient souvent leurs facteurs de virulence, y compris les hémolysines, entérotoxines
cytotonique et cytotoxiques, des protéases, lipases et leukocidins (Szewczuk et al., 2013).

Jayseelen et ces collaborateurs (2012) ont pu biosynthétiser des nanoparticules d’oxyde de zinc
en utilisant Aeromonas hydrophyla comme souche productrice

I11.5. Caractérisation physicochimique des molécules antimicrobiennes

L’effet du traitement thermique et d’une enzyme protéolytique (substiline 1g /ml) sur activité
antimicrobienne des molécules présents dans les CFS ou libérées apres lyse cellulaire des
souches marines isolées a été évaluée (tableau 05).

Aucune perte de I’activité antimicrobienne n’a été enregistrée apreés traitement avec la
subtilisine. Cette activité reste également conservée apres traitement thermique a 50, 75 et 100°C
pendant 60 minutes suggérant une haute stabilité des molécules antimicrobiennes a la chaleur.
Ces résultats excluent la nature protéique des molécules antimicrobiennes produites.

Tableau 05 : Résultats de 1’activité antimicrobienne apres traitement thermique et protéolytique

Température 50 °C Température 100°C Protéase

P.aeruginosa S.aureus | P.aeruginosa S.aureus | P.aeruginosa | S.aureus
Bm; 13 mm 16 mm 14 mm 12 mm 8 mm 9 mm
Bm; | 12 mm 15 mm 19 mm 19 mm 12 mm 7 mm
Bmz | 21 mm 20 mm 16 mm 14 mm 19 mm 10 mm
Bms 18 mm 15 mm 12 mm 12 mm 11 mm 13 mm
Bms | 10mm 10mm 8 mm 9 mm 8mm 10mm
Bms @ 13mm 9mm 15 mm 15 mm 7mm 7mm
Bm; | 12 mm 15 mm 20 mm 17 mm 12 mm 12 mm
Bms | 15 mm 20 mm 12mm 10mm 10 mm 8 mm

Des études antérieures portant sur 1’étude et I’élucidation des structures chimiques des molécules
produites par V. mediterranei ont montré que cette derniére produit un depsipeptide avec des
propriétés antibactériennes, antifongiques et antimalariques (Hill et al, 2011). Ce dernier ne
semble pas étre produit par nos souches puisqu’elles ont gardé leurs activités antimicrobiennes
apreés traitement thermique et protéolytique.

I11.6. Résultats de I’analyse qualitative par CG-MS

L’analyse par GC-MS des extraits de nos souches marines montre la présence de 14 pics pour
I’extrait de Aeromonas hydrophila et 17 pics pour I’extrait de V. alginolyticus. Ces composés
sont illustrés par les figures 12 et 13 et groupés dans les tableaux06 et 07, respectivement.
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Figure 12 : Chromatogramme de ’extrait d "Aeormonas hydrophila.

Tableau 06 : Composés révélés lors de | 'analyse par GC-MS de [’extrait d’Aeromonas hydrophila

Pick | Hauteur | Nom
(%)
1 271 Propanoic acid,chloro-2-hydroxy-
2 1,11 Ketene
3 0,09 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-methylpropyl)ester
3 0,06 Pyrrolo [1,2-a]pyrazine-1,4-dione,hexahydro—3-(2-methylpropyl)—
5 0,82 7.9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-dien-2,8-dione
6 0,22 Hexadecanoic acid, methyl ester
7 0,28 Dibutyl phthalate
8 0,07 6-Heptenoic acid,4-methylene-5-methyl-,methyl ester
9 0,42 7-Octadecenoic acid, methylester
10 | 0,21 2-(7-Hydroxymethyl-3,11-dimethyl-dodeca-2.,6, 10-trienyl)
[1,4]benzoquinone
11 1017 Isosorbide Dinitrate
12 | 93,66 1,2-Benzenedicarboxylic acid, mono(2-ethylhexyl)ester
13 | 0,06 Decane, 1,1 -oxybis-
14 | 0,07 Ethanone, 1-[4-(2-phenylethenyl)phenyl]
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Le pic n°4 de I’extrait de la méme souche correspond au pyrrolo [1,2_a] pyrazine-1,4-dione. Ce
composé fait partie de la méme famille des pyrrolidinediones produite par Vibrio.spp et
possédant une activité antimicrobienne (Oclarit et al., 1994 ; Wietz et al, 2010). Les autres
composés antimicrobiens produits par les espéces de la famille des vibrionnaceaes ont éte
caractérisés comme étant des nitromaleimides (Al-Zereini , 2010 (Yao et a/., 2010 ) des phénazines
(Sato, 1995), des prodiginines (Gerber, 1983), des diphenyl ethers (Elyakov et al., 1991 ; Sionov et
al., 2005), et des indoles (Bell et al., 1994 ; Veluri et al., 2003).

Nous signalons 1’absence totale des composés de nature peptidique tel que 'unnarmicine (un
depsipeptide isolé de quelques espéces de la famille des Vibrionnaceaes) (Oku et al., 2008). Ceci
parait en parfait accord avec les résultats de I’activité antimicrobienne obtenus apres traitement
des surnageants de cultures avec la subtilisine. Ainsi, nous n’avions enregistré aucune perte de
I’activité antimicrobienne de ces souches.

Selon plusieurs auteurs, plusieurs composés sont des artéfacts générés des procédés de
I’extraction et de la dérivatisation des molécules bioactives (Laatsh, 2006 ; Veluri et al., 2003
Shaaban et al.,, 2002 ). Ainsi, I’analyse de tous les extraits montre la présence des phtalates,
rencontrés généralement dans les plastiques, ces phtalates pourraient probablement provenir des
tubes de conservation des extraits. La pyridine et I’acide acétique présents aussi dans les
chromatogrammes des 4 extraits analysés proviennent des solvants utilisés pour la dérivatisation
des molécules présentes dans chaque extrait.

Enfin, pour pouvoir attribuer I’activité antimicrobienne que nous avions observée a I’'un de ces
pics, nous devrions passer par la purification de ces composés et I’évaluation de I’activité de
chacun d’eux séparément.

29



Conclusion
W

Conclusion

Cette étude avait pour objectif, la purification et ’identification des bactéries marines isolées a
partir d’algues marines et d’eau de mer collectées dans la cote de la commune d’El Aouana au
Sud Ouest de la Wilaya de Jijel. Nous avons pu isoler cinq especes de bactéries marines
assignées a la famille des Vibrionaceae : trois souches appartiennent au genre Vibrio (Vibrio
alginoliticus, Vibrio parahemolyticus, Vibrio fluvialis) et deux au genre Aeromonas (Aeromonas
hydrophyla et Aeromonas salmonicida).

Ces souches ont été testées pour leurs activités antimicrobiennes contre des souches indicatrices
et ont présenté un spectre d’action relativement large contre E. coli, P. aerugenosa, Salmonella.
sp, B. subtilis, C. albicans, E. coli (v) et S. aureus (v).

Les molécules responsables de cette activité ont été extraites par I’acétate d’éthyle a partir des
surnageants des cultures bactériennes et ont été analysées par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrophotométrie de masse. Les résultats ont montré la présence de plusieurs
composés appartenant a plusieurs familles chimiques dont les alcanes, les alcenes, les esters, les
alcools et les acides carboxyliques.

Enfin I’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue que la premiere étape dans la
recherche de sources naturelles biologiquement actives. Des essais complémentaires seraient
nécessaires. Ainsi, il serait donc intéressant de mener d’autres études sur les fractions des extraits
naturels démontrant ’activité antimicrobienne in vitro en vue d’identifier ’espece chimique ou
le composé responsable de cette activité. Ces études devraient étres confirmées par un suivi in
Vivo.
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Annexe

Figure 01: observations microscopique de la coloration de gram des bactéries marines
isolées objectif (X 100) ; (a) Vibrio parahemolyticus:,(b) Vibrio fluvialis;(c) : Vibrio
alginoliticus .
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Figure 02 : résultat de I'’API 20 ;(1) (Aeromonas hydrophyla,(2) Vibrio
alginoliticus,(3) Aeromonas hydrophyla,(4) Aeromonas hydrophyla,(5) Vibrio
parahemolyticus ,(6) Aeromonas salmonicida,(7) Aeromonas hydrophyla,(8) Vibrio
Sluvialis.
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Résumé

L’environnement marin abrite des bactéries avec des traits antagonistes, et les microorganismes marins sont
une source potentielle de nouveaux composés antimicrobiens. Les bactéries marines antagonistes ont été
isolées des surfaces et des eaux profondes, mais la majorité proviennent des surfaces biotiques telles que les
éponges, le zooplancton et les macroalgues. Cette étude avait pour objectif I’isolement, la purification et
Iidentification des bactéries marines isolées a partir d’algues marines et d’eau de mer collectées dans la
clte de la commune d’El Aouana au Sud-Ouest de la Wilaya de Jijel. Nous avons pu isoler cinq especes
de bactéries marines assignées a la famille des Vibrionaceae : trois souches appartiennent au genre Vibrio
(Vibrio alginoliticus, Vibrio parahemolyticus, Vibrio fluvialis) et deux au genre Aeromonas (Aeromonas
hydrophyla et Aeromonas salmonicida). Ces souches ont été testées pour leur activité antimicrobienne
contre des souches indicatrices. Les molécules responsables de cette activité ont été extraites par I’acétate
d’éthyle a partir des surnageants des cultures bactériennes et ont été analysées par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrophotométrie de masse. Les résultats montrent la présence de plusieurs
composés appartenant a plusieurs familles chimiques dont les alcanes, les alcénes, les esters, les alcools et
les acides carboxyliques. Des études supplémentaires sont nécessaires pour identifier la structure chimique
des molécules responsables de cette activité antimicrobienne.

Mots clé : bactéries marines, algues marines, activité antimicrobienne, molécules bioactives,
souches indicatrices.

Abstract

The marine environment harbors bacteria with antagonistic traits, and marine microorganisms are a
potential source of novel antimicrobials. Antagonistic marine bacteria have been isolated from surface and
deep waters, but the majority originated from biotic surfaces such as sponges, zooplankton and macroalgae.
The objective of this study is the isolation, purification and identification of isolated seaweed marine
bacteria and seawater collected from the coast of the municipality of El Aouana South West of the Wilaya
of JIJEL. We have isolated five species of marine bacteria assigned to the family Vibrionaceae: three
strains belong to the genus Vibrio (Vibrio alginoliticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio fluvialis) and two
to Aeromonas (Aeromonas hydrophila and Aeromonas salmonicida). These strains were tested for their
antimicrobial activities against the indicator strains. The molecules responsible for this activity were
extracted with ethyl acetate from the supernatants of bacterial cultures and were analyzed by following the
gas chromatography coupled with mass spectrometry, the results showed the presence of several
compounds belonging to several chemical families of alkanes, alkenes, esters, alcohols and carboxylic
acids. Additional studies are needed to identify the chemical structure of the molecules responsible for the
antimicrobial activity.

Key words: marine bacteria, marine alga, antimicrobial activity, bioactive molecules, indicator
strains.
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