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INTRODUCTION 1

Introduction

Les océans constituent une source de matiére organique pratiquement inépuisable pour
I’Homme (LECLERC et al., 1977). Les bactéries naturellement présentes partout .nc}ans les
océans ont un rdle biologique essentiel; elles assurent la transformation de la maticre
organique animale ou végétale ; servent de nourriture 4 de nombreux organismes marins.
Elles favorisent la fixation d’algues ou de larves sur certains substrats et permettent la

dégradation de multiples polluants (LACAZE, 1996).

Parmi le grand nombre de micro-organismes présents dans le milieu marin, notre
intérét s’est porté sur la famille des Vibrionaceae, plus précisément sur le genre Vibrio,
organismes autochtones des eaux marines, saumdtres et douces. L’intérét des scientifiques a
pendant longtemps porté sur ’espéce V. cholerea, agent causal du choléra et responsable de 7
pandémies. C’est en 1951 que V. parahaemolyticus a ¢été impliqué dans une épidémie de
gastro-cntéﬁté au Japon (DODIN et al, 1986). Depuis, de nombreuses espéces ont été
identifiées dont onze ont €té reconnues pathogénes pour ’homme (LESNE et FOURNIER,

1598).

Les espcces de ce genre sont également importantes car responsables de nombreuses
pathologies des habitants de la mer comme les poissons, crustacés etc. et donc sont

susceptibles de provoquer de grandes pertes en pisciculture et conchyliculture.

En plus de leur intérét médicale les vibrions ont un réle en écologie puisqu’ils
participent aux processus protéolytiques et au cycle de I’azote dans le milieu marin en
réduisant les nitrates en nitrites (LACAZE, 1980). 3

L’importance de ce genre n’est pas a démontrer, ¢’est pour cette raison que cette étude
a été effectuée. Elle fait suite a I’¢tude préliminaire de TIENNICHE et REFFAF de 1999 et portc

sur ’eau de mer de la plage Ouest de Sidi Fred). Elle consiste en :

1. L’isolement et Pidentification des vibrions sur la base des caractéristiques
morphologiques, biochimiques et physiologiques.
2. Une étude quantitative des germes en fonction de la salinité,

3. Une étude de la diversité des germes en fonction de 1a salinité.
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GENERALITES V9

1. GENERALITES

1.1. Les bactéries dans le milien marin

Le coniraste violent entre Ia taille des bactéries dont le volume moyen est de 0.1pm’ et
I'immensité des océans qui occupent 1370.10% km®, n’cmpéche pas les premiéres de joucr un

role prépondérant dans le devenir des seconds.

Ce sont les caractéristiques physico-chimiques de 1'eau de ‘mer d savoir un pH de 8,
une salinité moyenne de 35 PSU, une fempérature avoisinant les 15°C, la pression
hydrostatique et une fertilité en matiére organique inépuisable bien que trés diluée, qui rend ce

milien par_,tidhliérement favorable an développement d’une microflore variée, comprenant des

algucs, des protozoaires, des champignons, des levures et bon nombre de bactéries (LECLERC

et al., 1977 ; BIANCHI ef al., 1988).

Bien que, la microflore marine soit trds variée, les formes sporulantes et les coect sont
rares. C'est Zobell et Upham (1938 in ZOBELL 1946) qui, les premiers, ont fait cette
constatation de méme que la prédominance des Gram négatifs. Par la suite, d’auntres auteurs
ont confirmé ce résultat (LECLER et al, 1977 ; QUILLIEN, 1980 ; BAUMANN et BAUMANN,
1981). Environ 94% des bactéries hétérotrophes (tableau 1-1) des mers et océans sont Gram
négatif. Il semble que cette paroi fine ct riche en lipide évite I'éclatement ccllulz;ii'c di aux
fortes pressions et favorise la vie dans un milieu oligotrophe qu’est I’eau de mer (iBIANCHI et

al., 1988).

Tableau 1-1 : Comparaison entre les différents groupes morphologiques de bactéries
présentes dans le sol, la mer et les lacs. ZOBELL et UPHAM (1938 in ZOBELL 1946).

Groupe morphologique Sol % Lac % Eau de mer & sédiment %
Bacille Gram négatif 36.1 95.5 94.4 -
Bacille Gram positif 46.5 3.8 2
Bacille douteux 9.4 3 0.9
Cocct 38 0.7 2.8
Autres 4.2 _ 0.5
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GENERALITES . 3

Dans 'eau de mer les groupes bactériens les plus fréquents appartiennent aux genres
suivants : Pseudomonas, Flavobacterium, Acinetobacter, Cytophaga, Cellvibrio et Vibrio

(LECLER et al., 1977).

La teneur bactériennc moyenne en haute mer est estimée 3 quelques centaines de
bactéries/ml (QUILLIEN, 1980). A cefte flore microbienne naturelle s’ajoutent des micro-
organismes d’origiric terrestres apportés par les eaux usées (10°- 10' bactéries /itre)
d’origine urbaine ou industrielle et sont déversées dans les caux cbtiéres (LECLERC ef al,
1977 ; GAUTHIER in BIANCHI et al, 1988). Parmi ces bactéries certaines peuvent &tre
pathogénes pour 'homme mais la plupart sont saprophytes ; il §’agit en grande majorité de

germes appartenant au groupe des coliformes et des streptocoques fécaux.

Toute cette microflore allochtone, 4 son arrivée en mer va-réagir différemment aux
conditions du milieu, une partie va s’adapter aux nouvelles conditions et certaines vont
disparaitre (POMMEPUY et al., 1994). Cette adaptation va dépcndre en particulier de leur
faculté & gérer le stress provoqué par le chlorure de sodium et Ja température, ce qui-n’est pas

le cas des bactérics autochtones qui elles y sont adaptées.

1.2. Les bactéries et le sel

Le milieu marin et les caux saumdtres en raison de leur composition constituent des
¢cosystémes favorables 4 la sélection d’organismes qui ont besoin du sel pour se développer.
Les exigences que manifestent ces micro-organismes vis 3 vis de la concentration en chlorure

de sodium conduit 41a distinction d"un certain nombre de catégorie :

) les sténohalines qui ne supporient pas de grands écarts de concentrations
salines,
¢ les euryhalines qui ne sc développent qu’a de fortes concenirations salines,

autrernent dit halophile extréme ou hyperhalophile avec des besoins supérieurs a 3M
$ les halophiles modérées ou halotolérants qui supportent des concentrations de
NaCl de 1 a 3 M (BRISOU et DENIS, 1980 ; BIANCHI et ., 1988).
’
- II est incontestable qu'un grand nombre de bactéries isolées du milien marin
manifestent des besoins en sel et en particulier en Na* pour atteindre une croissance optimale.

Dans certaines conditions ces méme bactéries présentent le plus souvent la propriété de se
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GENERALITES 4

lyser dans 1’cau distillée. Cette cytolyse peut étre éviter par divers cations, sur cc point précis
les besoins ¢n Na* ne sont pas spécifiques et d’autres sels peuvent le remplacer. Cependant, si
I’évolution et la survie des cellules dans des solutions salines de composition variable sont

dudides conjointement avee celle de la lyse, la présence du sodium 8’avére indispensable.

Le réle prépondérant de cet ion se retrouve dans les activités métaboliques localisées
dans la membrane -cytoplasmigue, comme 'oxydation et le transport des nutriments. Mais,
chez certaines sonches seul un melange compléxc d’ions dont la composition chimique est
proche de celle de I'eau de mer permet le maintient d’une activité physiologique normale.
UNEMOTO et HYASHI .(1979 in BIANCHI et al., 1988), ont émis ’hypothése de i’existence
d’une pompe a sodium chez Vibrio. alginolyticus. TSUCHIYA et SHINODA, (1985 in BIANCHI et
al., 1988) ont également mis en évidence une pompe a sodium chez Vibrio paraheamolyticus.

D’autres études sur V.fischeri, V alginoliticus et V natriegens ont démontré que la

~Vitesse d’utilisation des nutriments ainsi que le fonctionnement des différentes composantes
de l1a chaine respiratoire est nettement stimulé par la présence du sodium. Certains vibrions
exigent la présence de sel pour I'oxydation de leurs substrats exogénes tel que la production

d’indole a partir du tryptophane.

Pour combatire la sortic de I’eau, les bactéries halotolérantes et halophiles ont

développé des mécanismes différents.

1.2.1. Bactéries halotolérantes

Ce sont des espéces, capables de se développer indifféremment en présence d’eau de
mer et d’ern douce. Clest principa'lement des micro-organismes et des algues unicellulaires
qui peuvent 8’ adapter a.de trés fortes concentrations de sel en fabriquant des petites molécules
(par exemple le glycérol) qui 8’accumulent a Iintérieur des cellules. Ces composés permettent
une régulation de la pression osmotique ct un ¢change entre le milicu externe et internc, au
final la concentration des molécules dissoutes égale la concentration de sel en milicu extéricur
(FORTERRE, 1999).

Dans ces conditions d’équilibre enfre ’extérieur et 'intérieur, ’eau ne s’échappe plus

. des cellules et les réactions biochimiques ne sont pas inhibées. Lorsque la concentration
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GENERALITES 3

externe en ,sél diminue, cette synthésc cst stoppée; les cellules continuent a vivre

normalement (ZACCAI et FRANZETTI, 1999).

Ces mécanismes de régulation osmotique ont été aussi étudiés chez les bactéries
fécales comme E. coli, Salmonella et Klebsiella. Lorsque ces bactéries, originaire du tube
digestif, arrivent en mer, elles accumulent des molécules appelées osmoprotectrices.
(POMMEPUY et al, 1994). 1l s’agit essenticllement d¢ glycine-bétaine, d’ion potassium,
d’acides aminés ¢t de thréhalose (POMMEPUY et af., 1991).

D’aprés Brisou (1980) Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes ou V. cholerea
supportent mieux Je sel lorsque le milicu est riche en matiére organique. En effet, la matiére
organique augmente 1’halotolérance des bactéries allochtones (POMMEPUY et al,, 1992). Dans
ces milieux 'les algues macrobenthiques comme Ulva lactuca et Enteromorpha ramulosa

peuvent &tre la source des molécules osmoprotrectices (GHOUL, 1993).

1.2.2. Les bactéries halophiles

Le sodium chez ce groupe de germes est indispensable a la vie. Ces l;actéries se
développent de fagon 'optimalc dans des milieux contenant 4 moles/litre de NaCl, au
concentration inférieure 3 1 mole/litre elles meurent. Contrairement aux halotolémptes les
bactéries dites halophilgé accumulen‘t dans leur cytoplasme du KCl proche de la saturation ce
qui empéche la sortie d’reau (ZACCAlL et FRANZETTI, 1999).

Habituellement dang ces conditions de salinité les protéines deviennent ir,}s‘é)lubles et
ne sont plus’.!fonctionnellcs. Au confraire, les protéines halophiles rcstcnt‘ solubles et
fonctionnelles aux fortes concentrations de KCI. Au lieu de se protéger du sel, les protéines
halophiles 1'associent 3 leur structure et l'utilisent pour capturer les ';moléculgs d’eau

nécessaire a maintenir leurs repliements et donc la structure tertiaire, leur stabilisation et leur
[ .
solubilité .

En 1995 les études cnstallographlques de la malate déhydrogénase et de la
fcrrodoxmc de Haloarcula marismorti ont montré que ces deux protéines se dlstmgucnl de

leur homologues non halophiles par leur richesse en acides aminés acides Cest A dire portant

Ry S
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GENERALITES 6

des charges négatives. Ces charges maintiennent une couche de sel hydraté permettant la

stabilisation des protéines (ZACCAI et FRANZETTI, 1999).

1.3. Les Vibrionaceae

Crest depuis 1965 que VERON (1966 in VERON et POPOFF, 1990), a établit une
définition précise de cette famille ct ¢’est depuis cette date que leur systématique a évolué
(MEYER et al., 1997).

La définition actuelle est acceptée par I’ensemble des bactériologistes. Les membres
de la famille des Vibrionaceae sont des bacilles Gram négatif, droits ou incurvés, mobiles par

cils polaires ou immobiles, dans certaines conditions de culture ils produisent des ﬂaig-;elles

- latéraux qui différent des cils par leur longueur d’onde et par leur nombre de quelqu’un

jusqu’a 100 par cellule.

Ils sont chimioorganotrophes, anaérobies facultatives t;,apablcs d’un. métabolisme
respiratoire et fcnne:'ltatif (LECLERC ef al, 1993). La majorité¢ est oxydase positive, tous
utilisent le D-glucose comme source de carbone et d’énergic (PRESCOTT ef al., 1995). lls
croissent sur milieux ordinaires et sont capables de réduire les nitrates en nitrites (PILET et al,
1981).

—Cette définition permet de les distinguer des Entérobactéries (oxydase positive) et des

Pseudomonaceae (aérobie stricte) avec lesquels on peut les confondre.

La plupart des espéces exigent 2 & 3 % de chlorure de sodium ou un milﬁ‘-:u a base
d’eau de mer pour leur croissance optimale. |

Ils ont un habitat aquatique (eau douce, eau de mer), on les trouve esséi;tiqllemcnt le
long des cétes, dans les estnaires. Seules les espéces les plus halophiles ont été isolées en
pleine mer. La plupart sont saprophytes mais certaing peuvent étre rencontrer chc;z I’homme,
les vertébrés ou les invertébrés pour lesquels ils peuvent étre pathogénes. Plusicurs membres

L)

de la famille se distinguent par leurs bioluminescences. : A
. \
La famille des Vibrionaceae est formée de type bactérien apparenté qui peuvent étre
rassembler en quatre genres sur la base de leurs caractéres biochimiques (tableau*1.2). Vibrio
qui est le genre type, Photobacterium, Aeromonas, Plesiomonas, plusicurs aulres genres

Yoo

.
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Beneckea, Listonella, Oceanomonas pourraient également en faire partic (BAUMANN et AL

1993 ; PRESCOTT, 1995 ; MEYER et al., 1995 ; PEIFFER, 1998 ; LEMOINE ef al., 1999).

Tableau 1.2 : Les différents caractéres des genres constituant la famille des Fibrionaceae

selon (VERON et POPOFF, 1990).

Caractéres Vibrio Plesiomonas | Aeromonas | Photobactérium
Arginine dihydrolase - + + -+
Ciliature PM PL PM PM
Lysine décarboxylase + + D +
Ornithine décarboxylase + + - D
Oxydase D + + -
Infections humaines + - + +
GC % 38 - 51 40 - 44 57 - 63 51
Flagelle polaire 3 gaine + - - -
Poly-B-hydroxybutyrate - + .
(accumulation) . .
Exigence en Na+ + + - .
Sensibilité au composé + + - +
vibriostatique 0/129
Lipase ' + v + -
Fermentation D- + . + -
mannitol

PM: Polaire monolﬁche, PL : Polaire lophotriche, I : Résultat différent selon les cspdces ; + ; Résultat Posmf -: Résultat
Négatif; C+G ; cytosme—f-guamne ‘

o

1.3.1. Position systématique

Dans la systématique bactérienne, la famille des Vibrionaceae est classée comme suit
(LECLERC et al., 1995) : '

Régne:, Procaryote

Embrainchement: Gracillicute

Classe: Proteobacterie

Famille: Vibrionaceae .

Genre : Vibrio_- Aeromonas — Photobacterium- -Plesiomonas.

D’aprés les études d’homologie des ARNIADN, VFibrio et Photobacterium seraient
proche, tandis_que les deux autres genres sont plus distants (PRESCOTT ef al,, 1995).
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1.4. Le genre Vibrio

1.4.1. Historique

La premiéré description historique par un Européen a été faite en 1503 par un officier
de Vasco de Gama, qui décrivit une épidémic de diarthées cataclysmiques provocant 20000
morts 4 Calicut. A partir des foyers endémiques principalement le Delta du Gange dont les

eaux alcalines favoriserit le développement des vibrions (BERCHE, 1998).

Le vibrion cholérique, espéce type du genre, est I’agent responsable des 7 pm{c,}émies

qu’a connues I’humanite.

La premiére pandémie eut lieu en 1817 et ce n’est qu’en 1854 que Snow reconnut le
t6le important de I’eau dans la transmission de 1a maladie. Mais, ce n’est qu’en 1883-1884
lors de la cinquidme pandémie (figure 1.1) que Robert Kock isola et caractérisa pour la
premiére fois 'agent pathogeéne responsable du cholera, il 1’appela V.comma ; le batonnet

incurvé ressemblait 4 une virgute (BERCHE, 1998).

Entre 1884 et 1909 quatre autres espéces ont €16 décrites et de 1927 4 1964 sept aulres
ont été répertoriées sclon des critéres morphologiques et physiologiques (VERON et POPOFF,

1990).

Des progrés considérables depuis ont permis de comprendre le mode de dissémination
du germe et d’entreprendre dés la fin du XIX tme oiacle des mesures prophylactiques efficaces

pour enrayer la propagation de Ja maladie (DODIN et al., 1986, BERCHE, 1998 ; LESNE et

~FOURNIER, 1998). . —

Depuis 1817 & nos jours le choléra a causé plus de 3.800.000 morts (BERCHE, 1998 ;
PEIFFER, 1999 ; MOREIRA, 2000).

1.4.2. Taxonomie

Les données actuelles de la biologie moléculaire, les études d’hybridations
ADN/ADN en plus des caractéres morphologiques culturaux et biochimiques ont permis
1évolution de 1a classification des espéces appartenant au genre Vibrio. De cette évolution

il en est résulté un certain nombre de changement. Par exemple, V. damsela est devenue




-
e i
¥l
il

i
L{‘.—
-
3 i
.

;

,
= .
;%
Y

i % T4

"
;o
e
s
1 '
b

GENERALITES .

L

RSN RN
f‘,\\\?{fz ,a;:'f‘s&

AL R N'x,,

RS "'\si'-;%l

'”“3)

S

53

SR

¢

S

=2 Eh
S

Figu/re 1-1 : Les sept grandes pandémies de choléra, (ANONYME, 1998)
Les dates indiquent le début de I'épidémie dans le pays concerné.
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' 3 Photobacterium damsela. Le genre Vibrio s’est enrichi de nouvelles espéces, les
{, - organismes appartenant an genre Beneckea ont été reclassés dans ce genre en 1980. Ce
t ¥ genre est tout de méme hétérogéne sur le plan phylogénétique (V. ERON et POPOFF, 1990).

1.4.3. Caractéres microbiologiques

l" 1.4.3.1. Morphologie et structure
:

L_ 1' - Ce sont des batonnets court (0.5-0.8 pm de large et 1.4-2.6um de long), Gram négatif|
i droits ou légdrement incurvés (en virgule) et trés mobiles en milicu liquide grice 3 un flagelle
F . polaire monotriche ou lophotriche inclus dans une gaine. En milieu solide ils peuvent
- synthétiser 9&"nombrcux flagelles latéraux qui en milieu humide provoque le phénomeéne
B d’essaimage qui est un envahissement de la bofte de Pétri (VERON et POPOFF, 1990).
e T ’ A
Tls peuvent étre isolés, en paire ou en amas, donnant I"aspect de bancs de poissons
(PEIFFER, 1999). Cette bactérie n’est ni capsulée ni sporulée (PILET ef al., 1981 ; POPOFF ef al,
1982).

[‘ 1.4.3.2. Caractéres culturaux

[ . Commun & tous les vibrions aérobies préférentiels, les vibrions se développent
facilement sur milieux ordinaires. Les colonies sont convexes, lisses, blanc crémeux 2 bord
]-; L entier ( BAUMANN et al.,1984).

l ‘ Certaines espéces élaborent des pigments : V. nigripulchritudo produit un pigment
blen noir sur milieu minimum. Le pigment est rouge chez V. gazogenes, jaune-orange chez V.

I . logei et V. fisheri

i - Le genre Vibrio se cultive entre 2 et 40°C avec un optimum a 37°C (POPOFF et al.,
1982 : VERON et POPOFF, 1990). Ces bactéries sont favorisées par un pH alcalin de 7.6 19.5
(pH optimal 8) et une concentration en NaCl de 3 a 8%.

Le germe est assez fragile, il est sensible & la chaleur (tué en 5 minutes i 80°C) comume
o) au froid, sensibles aux antiseptiques et & de nombreux antibiotiques (dont les cyclines), 4

K ; 1’acidification du milieu de culture (PEIFFER, 1999). .

I S "
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II se divise tellement activement qu’on obtient une culture. visible en bouillon cu en
eau peptonée en trois heures. Un trouble est observé en 24 heures, on observe un voile fin et
fragile. La culture en eau peptonée est encore plus rapide qu’en bouillon nutritif,

"acidification trés rapide des milieux peut entrainer la mort.
1.4.4. Caractéres biochimiques : i

Les vibrions sont des micro-organismes aéro-anaérobies et don ont un métabolisme
oxydatif et fermentatif, I’oxygéne est I'accepteur d’électrons, Ils sont chimioorganotrophes, la
plupart peuvent s¢ développer dans un milien minéral contenant du glucose et du chlorure

d’ammonium (NH,CI). Tous dégradent le D-glucose, le D-fructose et le glycérol.

La majorité des espéces sont oxydase positive hormis V.metschnikovi et V. gazogenes qui
sont oxydase négative. Ces deux espéces ne possédent pas de nitrate réductase alors que
toutes les autres réduisent les nitrates en nitrites mais aucun d’eux ne réduit les nitrates

Jjusqu’aun stade NO et azote moléculaire.

Certaines espéces (V. fischeri, V. harveyi, V. logei, V. splendidus) sont bioluminescentes,

Elles produisent de la lumiére suivant 1a réaction :
Luciférase
FMNH, + 0, + RCHO » FMNH + H,0 + RCGOH + Lumiére

1.5. Classiﬁcaﬁon des vibrions

Le genre Vibrio peut éire clagsé selon I"halophilie et leur ﬁathogénicité.

1.5.1.Classification selon I’halophilie

Selon BRisou (1980) ftableau 1-3), le genre Vibrio est le groupe bactérien qui contient la
plus grande proportion de germe halophile stricte. Ce genre comprend plus de 30 espéces qui
toutes sont d’habitat aquatique, les unes sont halophiles strictes, les autres non (HASLAY et
LECLERC, 1993),

=" Les vibrions halophiles faibles ou halotolérants sont capables de se croitre en absence dé

sel. Le plus représentatif cst V.cholerae , puis V. metschnikovii et V.mimicus ; leur besoin
varie de 5 4 15 mmole.
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Les halophiles modérés supportent des salinités de 1 4 3 moles. Dans cette catégorie se

placent la plupart des vibrions marins comme ¥. costicola, V. marinus.

Tableau 1.3 : Classement des Vibrio selon leur besoin en ion sodium (BRISOU, 1980 ;
VERON ¢t POPOFF, 1990).

L’halophilie faible

L’halophilie modérée | L’halophilie extréme
V.cholerae V.anguillarum V.alginolyticus
V.metschnikovii V.costicola V furnisii
V. mimicus . V.fluvialis V.parahaemolyticus
V.liquefaciens V.splendidus.
V. V.marinus V fischeri

Les halophiles extrémei; supportent des salinités supérieures a 3 moles.
1.5.2. Classement selon la Pathogenicité

LESNE et FOURNIER (1998) ont clagsé les Vibrions en fonction de leur pouvoir
pathogéne. Les Vibrions sont surtout connus en pathologie humaine, mais peuvent étre 4

’origine de vibrioses pour les organismes marins.

e Vibrions pathogénes pour 'homme
TIs sont la cause de nombreuses infections et pathologie grave, 11 espéces de vibrions sur 47

sont reconnues étre pathogénes pour ’homme causant de nombreuses infections, sgpticémie,

diarrhées etc. (tableau 1.4).

¢ Vibrions non pathogéncs pour ’homme

Certains vibrions ne sont pas directement pathogénes pour ’homme, néanmoins
Pingestion de produits marins contaminés peut provoquer d’éventuelles infections a gastro-

entérites. Ils sont par contre pathogénes pour les animaux marins, les poissons, crustacés et
coquillages.
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Tableau 1.4. : Composition actuelle du genre vibrio (LESNE et fOURNIER, 1998):

Espéces non pathogénes
pour I'homme

Espéces pathogénes
pour I'"homme

V. aesturianus
V. anguillarum
V. aerogenes

V. campbelli

V. costicola

V. diabolicus
V. diazotrophicus
V. fischeri

V. gazogenes
V. herveyi

V. halioticoli
V. ichtyoenteri
V. iliopiscarius
V. logei

V. marinus

V. mediterranei
V. mytili

V. naverrensis
V. natriegens
V. nereis

V. nigripulchritudo
V. ordalii

V. pelagius

V. penaeicida
V. proteolyticus
V. rumoiensis
V. salmoriicida
V. scophtalmi
V. splendidus
V. taletis

V. trachuri

V. tubiashii
V. viscosus

V. wodanis

V. alginolyticus
V. cholerae

V. carchariae

V. cincinnatiensis
V. fluvialis

V. furnissii

V. hollisae

V. metschnikovii
V. mimicus

V. parahaemolyticus
V. vulnificus
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1.6. Ecologie et habitat

Les vibrionaceae vivent essenticllement le long des ctes marines ou dans les
cs;tuaircs et mares moyennement salées, seules les espéces les plus halophiles V.costicola,
V.splendidus peuvent vivre en pleine mer. Inversement les espéces halotolérantes V.cholerae,
V.fluvialis, V.anguillarium, et V.ordalii se retrouvent dans les eaux d’estuaires et caux douces

(DODIN et FOURNIER, 1992 ; LECLERC et al., 1995 ; MEYER et al., 1995).

Le genre vibrio rassemble des espéces halotolérantes dont la croissance n’est pas
inhiber par de grandes concentrations salines (VERON et POPPOF, 1990 ; GELINAS, 1995
LESNE et FOURNIER, 1998 ; PEIFFER, 1999 ; EUZEBY, 2000).

—

Cette salinité influe sur la résistance du V.cholerae dans I'environnement marin
puisqu’il survie A une salinité de 2.5% pendant 42 jours plutdt qu’a une salinité de 0.5%. Sa
viabilité est réduite lorsqu’il n’y a pas de particules, en effet le zooplancton conslitue un

réservoir de V,cholerae dans 1’environnement.

Il a été constaté qu’a chaque épidémie de V. cholerae qui se renouvelle chaque
année pendant les mois de septembre et octobre, il y a une augmentation de Ia biomasse
zooplanctonique dans ’environnement aquatique en particulier des copépodes. On a alors
penser a une relation possible entre I'incidence de tels copépodes et la distribution de V.,
cholérique dans P’environnement (URDACI-BERTRAN, 1987). Des études devraient également
évaluer I’effet de certains environnements sur les facteurs de virulence et les caractéristiques

antigéniqucs‘ct biochimiques de V.cholerae O1 et O139.

Parmi les vibrions luminescents V. harveyi est le plus fréquent dans les 150m de la
colonne d’cau au printemps, il diminue en automne pour disparaitre en hiver (Baumaan et al.,
1984). RuBY ET NELSON, (1978, in BAUMANN ef al., 1984) ont également observé une
variation saisonni¢re pour V.splendidus ¢t V.fisheri. Ce demier peut vivre dans les organes
lumineux des poissons et des calmars. Vifisheri et V. harveyi ont ét€ isolé a la surface et dans

le tube digestif des animaux marins.



Rl AP I R At S L Ly | L N wr, " o R = R I "
[ L‘E\._q P el et 2 b i basienin D R L I o O iy

GENERALITES 15

1.7. Infections dues aux Vibrions

Les vibrions marins potentiellement pathogénes pour l'homme comstituent un

contaminant des produits de la mer d'origine environnementale qui ne peut étre éradiqué des

zones de productions et de collecte (LESNE ¢t FOURNIER, 1998).

Le développement du commerce international pour les produits de la péche ou

d'élevage va favoriser la diffusion des vibrions qui résistent aux opérations de congdlation ou

réfrigération (PEIFFER, 1998).

11 existe des différences considérables parmi les infections dues aux autres Vibrions et

méme parmi les infections causées par différents isolats d'une méme espéce de vidrio (tableau

1.5). Ces vibrions sont':'rcsponsablcs le plus souvent de gastro-entérites mais peuvent parfois

provoquer des septicémies (V.cincinnatiensis), des otites (V.alginolyticus), des plaies

2
H

(V. hollisae) ou des conjonctivites (V.vulnificus).

La causc de la maladic peut éire du A une toxine comme chez V. cholerae ou la capsule
comme pour V. vulnificus. La dose infectante est variable de 10% 4 10° UFC/ml, (FDA, 1992 ;
LESNE et FOURIER, 1998).

Le V. parahaemolyticus est responsable de 50% a 70% des maladies liées 3 la

consommation de produits marins au Japon (PEIFFER, 1998), le V. vulnificus est la cause de

95% des mortalités relatives a l'ingestion de produits marins aux Etats Unis (OLIVER, 2000).

1.8. Pathologie du poisson

Les vibrions affectent non seulement 'homme mais sont responsables de nombreuses

pathologies infecticuses ifigure 1-2).

LA sutl el o

[ /'
47 +  Figure 2.1 :Ncro - du

S__? (OLIVER, 2000).
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Les travaux menés par GAUTHIER ef al., (1982) ont mis en évidence la dominance des

VIBRIONACEAE dans les nécroses chez les espéces du genre Vibrio (tableau 1.5).

Vibrio anguillanum est l'agent le plus pathogéne chez les poissons et les autres organismes

" marins, (AUBERT et al., 1979 ; SINDERMAN et al, 1990). La maladiec se manifeste par des

lésions viscérales nécrotiques, cette espéce est ubiquiste dans les milicux aquatiques et peut

étre présente sur la peau saine du poisson, elle constitue la majeure partic de la flore

intestinale des organismes marins, (BRUNI et al., 1986).

Tableau 1.5 : Certaines maladies de poissons causées par quelques espéces de vibrio.
(DECLERK, 1991 ; ASSEFSAY et LEUBNA-DIEMMAZI, 1996 ; FIGUERAS et al., 1996).

-~ Espéces Pathologie - Environnement Hotes
V.anguillarum Vibrioses L'eau de mer, Plusieurs produits marins

Septicémie Les eaux saumitres, Saumon

Lésion du muscle L’aquaculture Turbot

(Scophtalmus maximus)
V.carchariae Mortalité Elevage Requin (Carcharhinus
plumbeus)
V.damsela Ulcére sur la peau Aquaculture Requins
V.ordalii Ulcération L'eau douce, Saumons
L'eau de mer,
L’aquaculture
V.salmonicida Anémie et hémorragie Elevage Saumons
V tapetis Anneau brun Eau de mer, Palourde
Aquaculture
V.vulnificus Des léstons Eau de mer Huitres
Certaines Nécrose des muscles et Eau de mer L'oursin
especes de yibrio | _des ligaments associés (Paracentrotus lividus)
aux piquants
V harveyi Gastro-entérites Aquaculture Meérous,
Infections, L’eau de mer Huitres perlicres,
Léthargie, anorexie, Aquaculture Requins
nécroses des reins et des
kystes sous cutanées
Dégénérescence
tissulaire de Aquaculture Crevettes
I’hépatopancréase
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1.9. Paramétres physico-chimiques

L’étude des vibrions dans le milieu marin est en relation avec des paramétres

physico-chimiques.

1.9. 1. La température

La temperature est un important paramétre dans la survie des bactéries. Les
variations de la température de 'cau de mer résultent des dchanges entre les couches
superficielles chaudes et profondes froides. Les périodes de refroidissement des eaux sont
défavorables au développement bactérien, la température marine est entre 10°C et 25°C avec

un optimum de 15°C 4 18°C (BRISOU, 1986).

Sclon la température optimale de développement on distingue généralement trois
catégories de micro-organismes mésophiles, psychrophiles c’est dans cette catégoric que la
majorité des micro-organismes marins sont classés ; les thermophiles, les thermophiles

extrémes et les thermotrophes (LECLERC et al., 1995).

1. 9.2. La salinité

La mesure de Ia salinité est importante dans 1I’étude microbiologique du milicu
marin puisqu’elle influe sur la densité de I'eau de mer. Elle permet de connaitre Ia circulation
océanique, d'identifier les masses d’eaux d'origines différentes et de suivre leur mélange au
large de.la cbte. Cest un paramétre qui présente la proportion de sels minéraux dissous dans
'eau de mer (AMINOT, .1.?83)' En Méditerranée la salinité est voisine de 38 4 39 pour mille,

mais pres des ctes elle varie entre 36 4 37 pour mille (IFREMER, 1986).

/
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel

2.1.1. Pxésentation de ia zone 4’étude :

2.1.1.1. Situvation géographique _

La localité de Sidi Fredj est une presqu’ile située dans la partie Ouest de 1a baie d’El
Djamila qui mesure 6 Km de long. Cette baie est délimitée par deux promontoires rocheux,
Sidi Fredj a I'Ouest et Ras Acrata au Nord Est.

Les Coordonnées Lambert de la région de Sidi Fredj sont 2° 50° 52”’ longitude Est et
36° 457 05" latitude Nord. Le port de Sidi-Fredj est implanté dans 1’anse Est de 1a Presqu’ile
il s’intégre dans le complexe touristique, le tout formant une station balnéaire importante

située & 24 Km 3 I’Ouest d’ Alger dans la commune de Staoueli, Wilaya d’ Alger (ﬁgu}e 2-1).

2.1.1.2. Description du site d’étude

La plage Ouest est délimitée au Nord par la digue du centre de thalassothérapie et au
Sud par la digue du centre de repos de I’ ANP. Cette plage est bordée par plusicurs habitations,

une base nautique et un restaurant, certaines de ces habitations rejetient leurs eaux usées sur la

plage.

S st b A N SR R e

2.1.1.3. Choix des points de prélévement

Une seule station a été choisie, elle est situé a 10 m du bord ot Pon signale un petit

]
]

T

rejet du restaurant (figure 2-2). ]
Trois prélévements ont été effectués au niveau de cette station, le premier au mois de
Juillet le 13507-1999, le second le 14 septembre 1999 et le demier le 27 septembre 1999,

Pour chacun des trois prélévements un échantiflonnage de 1’eau de mer a été effectud.

Les bouteilles utilisées pour le prélévement d’eau sont préalablement stérilisées a la

chaleur humide pendant 20 minutes 4 120°C, Elles sont plongées 3 30 cm de la surface,

A |
L 2.2. Méthode d’étude |
i |

ouvertes et fermées dans ’eau pour éviter toute contamination en prenant soin de laisser une

l H certaine quantité d’air pour I"'homogéinisation.

- . e,
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2.2.1. Techniques d4’étude des paramétres physico-chimiques

2.2.1.1. La température

E ii La température est relevée a chaque prélévement. Elle ..'est mesurée a l'aide d‘un

thermoméire gradué de 0°C a 40°C, celui ci est plongé dans ’eau quelques minutes.

I .
M 2.2.1.2. Le potentiel d’hydrogéne e
L La mesure du pH de |'eau de mer se fait au laboratoire a Paide d"un pH métre de

marque HANNA instrument HI 8521 3 électrode combinée gélifide.

2.2.2, Analyses bactériologiques

2.2.2.1. Principe
Iy Le présent travail consiste a rechercher et isoler les vibrions marins a différentes
Gy salinités de 0.5%, 1.5%, 3.5% du milieu d’enrichissement en fixant le pH 3 8‘.:6. Cette
recherche est qualitative et quantitative et consiste en unc étape d’enrichissement, nhe étape

d’isolement, une étape de purification et ['identification biochimique (figure 2-3).

2.2.2.2. Méthode quantitative

Cefte méthode est trés largement utilisée pour détermirier ’abondance totale des
bactéries (annexe 1) dans le milieu aquatique (TROUSSELIER et al,'1985). Cette évaluation est
fondée sur un modéle de calcul établie par les Normes Afnor (ISO, 1991). Trois dilutions

_ d’un volume de 0.1ml de tampon phosphate sont préparées & partir de chaque solution mére.
L’ensemencement de trois boites de gélose thiosulfate citrate bile saccharose (T.C.B.S) par
dilution se fait par étalement en surface. Les boites sont incubées & 30°C pe;ldant 24h (figure
2.3). "

Lors du comptage les boites présentant une culture en nappe ne sont pa;. prises en
considération. Le calcul du nombre de microorganismes par millilitre est pris en tant que
moyenne pondérée selon I'équation suivante:

/N_ %.C

- - TRAAEDE:
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Avece:
2.C: est la somme des colonies comptées sur toute les boites.
ny: Le nombre de boites retenues a la 1% dilution.

éme

n,: Le nombre de boites retenues 4 1a 2°7° dilution.

d: le taux de dilution qui correspond a la 1** dilution.

Afin de réaliser une représentation graphique moyenne en fonction de la salinité, une

moyenne m géomélrique qui est ’antialgorithme de la moyenne arithmétique est calculée

pour chaque prélévement (SCHWARTZ, 1992): i
B =InN; +1n N, +In N,
m=g 3

N; : nombre de micro-organisme CFU/mi du 1 prélévement
N : nombre de micro-organisme CFU/ml du 2*™ prélévement.

tma

N; : nombre de micro-organisme CFU/ml du 3™ prélévement.

2.2.2.3. Méthode qualitative
Cette méthode de recherche est utilisée pour le dénombrci'ncnt des vibrions selon le

protocole suivant, ]a composition de tous les milieux de culture utilisés figurent en arfnexe.

4+ Enrichissement
180 ml d’eau de mer sont ensemencés dans I’eau peptonée alcaline (EPA), 4 pH 8.6 4
différentes concentrations de sel 0.5%, 1.5%, 3.5% puis incubés & 30°C pendant 18 heures.

4 Isolen;ent
L’isolement est pratiqué sur milieu sélectif (TCBS), thiosuifate cifrate bile saccharose
coulé en boites de Petri incubé & 30°C pendant 24 heures (figure 2-3).

2.2.2.4. Méthode &’identification
Les caractéres différentiels les pius utiles permettent d’établir une clé simple

d’identification des vibrions sont les suivants (VERON et POPPOF, 1990):

2.2.2.4.1. Aspect macroscopique

Chaque boite de Petri est examiné & P'eeil nu puis avec une loupe binoculaire  la

recherche de colonies suspectes.
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| Eau de mer .

& ) -
F’-"I”a& 180 ml 180 mi 180 ml

/:\ 18 4 24 h
ﬂ J 20 ml /:\ d’incubation

EPA 10 X concentré .
pH 8 6 a30°C

5%°0.5 S5%° 1.5 5%° 3.5

Enrichissement

1 inl

Méme procédé

E: - 2 3 -4

| 3 Joq

<1 { ml

> ‘ ‘ ’ ' \ 9 mide’
_ Tampon
Ff : U Phosphate

i ~ ~ —~
A - - iy
0.1 ml -~~~ Méme procédé w '

Préparation des

dilutions

v

3o0ad 2w

24 h ’incubation i 30°C

4

1° Isolement

Comptage des colonies >

24 h d’incubation a 30°C

2™ Isolement
%S anbey> mod ainp

- . Purification des souches

- o / Etude macroscopique
- \ Etude microscopique
ow et Idendification

L;-i%, —~ biochimique —

I Figure 2.3: Technique de recherche des vibrions marins en fonction de la salinité. *
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2.2.2.4.2. Aspect microscopique

b [adivr

Une coloration de Gram est effectuée a partir de culture en milien solide. Elle a permis

de trier les souches en fonction de leur morphologie cellulaire et de ne garder que les bacilles

X el . oucoccobacilles Gram négative. Y

2.2.2.4.3. Croissance selon [a concentration en NaCl

M La concentration en NaCl diang les milicux de culture utilisés pour identification

- ﬂ| biochimique a étc‘:'-ajustées i 1%. La plupart des membres de la famille des Vibrionacae

M pousse de fagon oplimum 4 cetle concentration, il existe pourtant des variations en besoins
o ioniques selon les différentes espéces ainsi pour les Vibrions fischeri et V.costicola 1 est

M nécessaiﬁe’d’ajouter 3% de NaCl (URDACI-BERTRAN, 1987; MARCHAL et g/, 1987).

;:.a -~ 2.2.2.4.4. Croissance a différentes températures -

‘“Ft r Les souches sont ensemencées sur bouillon nutritif liquide salé (BNS) a 1% de NaCl.

:ﬁ;d _ﬁk L’incubation s'effectue au bain marje pendant 48 heures 4 42°C et & I'étuve en chaleur séche

-* - | pendant 24 heures a 40°C.

La présence d’un trouble rend I’épreuve positive.

Il 2.2.2.4.5. Tests blochimiques (tablean 2.1)

En général les tests de caractérisation biochimique employés pour les Enterobactéries

:: ) peuvent servir pour les membres de 1a famille des Vibrionaceae. Cependant certains tests sont
g . d’une plus grande utilité pour 'identification de ce genre, a savoir le test oxydase, I'ADH, la
;? ',,;;1 réduction des nifrates, la concentration en NaCl et la température, (URDACI-BERTRAN, 1987).
N Jr e ¢ Oxydase

L’oxydase est recherchée a partir de disques imprégnés de diméthyl-paraphényléne-

diamine sur lequel on dispose une sugpension dense d’une jeune souche de 24 heurcs.

32 ] r\ L’apparition d’une coloration violette confirme la présence de I'enzyme.

¢ Réduction nitrate _

¥ La réduction nitrate est une caractéristique commune au genre Vibrio (OBRE et al,
) 1983), aprés culture sur bouillon nitraté on recherche les nitrites grace s la réaction de Griess
il (MARCHAL et al, 1987).
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+ Décarboxylation de Parginine

La recherche de I'arginine dihydrolase (ADH) constitue un critére taxonomique
important pour I'identification des espéces de la famille des Vibrionaceac. Une fois
cnsemcnc:é le tube est recouvert d’huile de vaseline stérile, une coloration jaune aprés 24
heures d’incubation & 30°C correspond i une épreuve négative et un retour a une couleur

violette est considéré comme positive (alcanisation par décarboxylation des acides aminés).

4+ Fermentation des glucides
La fermentation des glucides est recherché dans I’eau peptonée 3 1% de NaCl

additionnée d’un indicateur de pH, le rouge de phénol.

Les différents sucres testés sont I’arabinose, le fructose, le galactose, le glycerol, le glucose, le

maltose, le mannitol, le mannose, le saccharose et le lactose. ‘
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Tableau (2.1): Tests biochimiques pour I’identification des Vibrions (suite).
i

But Test Substrat Milicu Mode Produit / Enzyme | Condition [+ | Réactifs Lecture Lecture
d’ensemencement respiratoire |- ajoutés Positive négative
Etude de Utilisation du citrate Citrate Citrate -Simmons Stries Citrate- Aérobiosc - Blcu Vert
métabolisme des longitudinales perméasenzymes :
acides
Etude dn Protéalyse de Gélatine Gélose gélatinc | Par touche Gélatinase Aérobiose Quelque |Pasde Précipité
métabolisme gélatine gouttes du | précipité | blanchitre
protidique . réactif de | blanchitre :
R T B Frasier
‘Recherche des L | Lysine - Coloration | Coloration
décarboxylases C violette jaune
D Quelques gouttes | Lysine
Dégradation d'une suspension | décarboxylase
microbienne anaérobiose
des acides aminés 4] Mdeller Ormnithine
D | Omithine décarboxylase
C
Argizine . Arginine’, _
A décarbbx'ylasc..
H: s L
Tryptophane L-tryptophan Urée -Indole Idem Tryptophane Aérobiose 2 gouttes | Coloration Coloration
désaminase (TDA) désaminase de rouge brun jaune
Perchlorure | (précipité) orangée
officinal
Recherche de I’ Urée Urée -Indole Idem Uréase Idem - Coloration | Inchangé
uréase rouge jaune
Production d’indole | Tryptophane Urée -Indole | Idem Tryptophanase | Idem Quelques | Anneau en Anneau
gouttes de | surface brunatre
- Kovacs | rouge
Production d’ H,S | KIA Thiosulfate Hajna-Kliger | Culot : piqfire Production Idem - Noircissem Inchangé
s centrale d’H25 ent du culot
Métabolisme Recherche d'une Tweeen 80 Gélose tweeen 80 Par touche Estérase Idem - Halo Inchangé
lipidique estériise . ’ . opaque
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2.2.3. Sensihilité aux antiblotiques

Milieu utilisé :
La gélose Muéller-Hinton (annexe 2 ), coulée en boites de Pétri sur une épaisseur de 4

mm. Les géloses sont séchées avant I'emploi.(O M S, 1999).

Inoculum :
A partir d’une culture pure de 18 heures sur milicu d’isolement, on touche a I'aide
d’une anse le sommet de 3 4 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques.
L’anse est déchargée dans 10 ml d’cau physiologique stérile 3 0.9%. La suspension
bactérienne est bien homogéiniser, son opacité doit étre équivalente i 0.5 Mc Farland
con‘espondﬁnt 2 une densité optique (D.O) de 0.08 a 0.10 et 4 une longeur d’onde de 625
L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, de la culture s’il est trop faible, ou bien de
I’eau physiologique stérile s’il est trop fort. L’inoculum bactérien doit &tre ensemencé dans

les 15 minutes qui suivent sa préparation.

Ensemencement :

1l g’agit de tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne. L’essorer en
le pressant fermement (¢n le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au
maximum.

On frotte Iécouvillon sur la totalité de la surface pélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrées. L’ opération est répété deux foix, en tournant la boite de 60° & chaque fois.

Dans le cas ou on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger I’écouvillon i chaque

fois.

Application des disqﬁes d’antibiotiques :

Il ne faut pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm de
diametre. Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm, centre a centre. La liste
des antibiotiques 3 tester, selon la bactérie isolée, figure dang le tableau (2.2).

L’incubation se fait pendant 18 heures a 35°C pendant 24 heures.
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& Lecture :
| ¢ Mesurer avec précision les diamétres d’inhibition i ’aide d’un pied a coulisse.
gfk ¢ Comparer ces résultats aux valeurs critiques dans le tabiéau de lecture 2.2.

¢ Classer la bactérie dans 'une des catégories: Sensible, Intermédiaire, ou

R .
I . - ' ———

-y

|

t

e

}

Résistante.

Tableau 2.2: Antibiotiques et leur zone d’inhibition (ANONYME, 1993; INSP, 1999).

Bacitracine B 130pg - - =15
Chloramphénicol C 30pg <12 13-17 >18
(Gentamicine GM I5pg <12 13-14 =15
Néomycine N 30.U1 <14 15-17 =18
Polymixine Pb S0pg - - =15
Rifampicine RA 30pg <13 14-16 >17
Spiramycine. SP 100pug <15 16-22 >23
Streptomycine S 10.UI <i2 13-15 =16
Sulfamides 58S 200ng <11 12-16 >17
Tetracycline TE 30.U1 <14 15-18 =19
Composé 0/129 - <15 - >15
"{ vibriostatique
(0129)

2.2.4, Traitement des données

2.2.4.1. L e coefficient de simple appariement (Sgy pour simple matching}

C’est le coefficient I plus utilisé en bactériologie, il représentc la pfoportion de

caractéres assortis sans tenir compte de I’absence ou de la présence de 1'attribut (PRESCOTT et

al., 1995):

Avee:

SSM= a+b/atbtctd

a: ydmbrc de caractéres indiqués comme positifs pour les deux orgamsmes

b et ¢ : Nombre de caractéres négatifs entre les deux organismes.

d: Nombre de caracteres absent chez les deux organismes.

at+b+ctd: Nombre total de caractéres comparés.
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2.2.4.2. Méthode de classification et représentation graphique :

Les coefficients de simple appariemment ou les coefficients d’association, so'f?t arrangés
en matrices de similitude. Il s’agit d’une matrice dans laquelle les rangées et les colonnes
représentent des organismes et chaque valeur est un coefficient d’association mesurant la
similitude entre deux organismes différents; chaque organisme est ainsi comparé 3 tous les
autres du tableau. Les organismes ayant la similitude la plus grande sont groupés ensemble et
séparés des organismes dissemblables; de tels groupes d’organis'mes sont appelés phénons
(PRESCOTT et al, 1995).

Souches

A B C D E F G Souches

100% 10-20%,

2.2.4.3. La diversité spécifique : _
Pour la diversité des espéces retrouvées en fonction de la salinité la formule proposée

par LEGENDRE ¢t LEGENDRE, (1984) a ét¢ utilisée:

D =n/Nx100

Si D est la proportion des espéces mesurées par la diversité relative, n représente le nombre

b r r r - h - ~
d’espéces détectées dans I'échantion et N est le nombre total d’espéces de la collection.



WA IR E L0 M| Y EC R LD

e et o R e i T 23D B mp o o gAY e b

. hapitre 3. a
8 RESULTATS |




“ . A ot T
2 3 it b e SRy o AT

RESULTATS ET INTERPRETATION 30

3. RESULTATS ET INTERPRETATION ,

3.1. Paramétres physico-chimiques

Les résultats des mesures de température et du potentiel hydrogéne effectués sont

1

reportés dans Je tableau ci aprés,

Tableau 3-1 : Résultats des mesures physico-chimiques au niveau de la station étudide,

Numéro de prélévement 1 2 3
Date 12 juin 1999 | 11 septembre 1999 | 25 septembre 1999
Heure de prélévement 14H 30 11H 11H i
Etat de la mer Trés pen agitée Calme Calme
Etat du ciel Ensoleillé Ensoleillé Ensoleillé
Température 19°C 25°C 25°C
pH 8.5 8.5 8.1
3.1.1. La température

Durant toute la période d’échantillonnage trois relevés de température ont été

effectués an niveau de la station. Le minimum (19°C) est observé le 12 Jjuin 1999 ; en
septembre la température relevée était de 25°C. Les résultats obtenus correspondent aux

valeurs saisonniéres qui sont habituellement observées,

3.1.2. Le potentiel hydrogéne

Les mesures de pH effectuées révélent une légére régression allant de 8.5 au deux

A e i e S S el el SRl S el i

premiers prélévement et 8.1 le 25 septembre. Ces pH alcalins favorisent le développement

a

et la prolifération des vibrions (URDACI-BERTRAN, 1987).

- LN

3.2. Isolement des vibrions en fonction de la salinité

i

Pour cette étude ‘quantitative et qualitative des vibrions dans 'ean de mer, les

salinités suivantes ont été utilisées: 0.5%, 1.5% et 3.5%.

L.

Aux 50 souches isolées des tests d'identifications biochimiques ont été appliqués.

Ces souches se révélent étre des représentants du genve Vibrio.

.



Eagal
i

H

viE

Ty
2 kd

G s !-’-%}"f swomcey RN

- R — T z

H

3 .

' {gm
%‘ﬁ": z
¥
| Sy

RIESULTATS ET INTERPRETATION

L~ =, H ac - ¥ o N
S o e e om paneit LT g 2

31

3.3. Résultats de I’ observation macroscopique

1’observation macroscopique des colonies sur le milieu sélectif TCBS (thiosulfate,

citrate, bile, saccharose) permet de sélectionner les colonies suceptibles d'étre des vihrions.

La totalités des colonies isolées sont de formes rondes, d’aspect lisses, plates ou bombeées.

Ce sont leg caractéres non exclusifs des colonies du genre vibrio.

Le diamétre permet une approche plus précise quant & Pidentification de nos

souches, il varie de 2 mm 4 5 mm. La couleur enfin apporte une confirmation des espéces

isolées (tableau 3.2).

Tableau 3-2 : Aspect macroscopique des espéces de Vibrio identifiées (pour tous les prélévements
et les différentes salinités étudices).

ESPECES* FORMES DIAMETRES COULEURS
V.alginolyticus Ronde bombeée 3-4mm Jaune
V.cholerae Ronde lisse plate 2mm Orange & pourtour jaune clair
V.cincinnatiensis Ronde lisse 2mm Vert profond
V.costicola Ronde 2-3mm Vet translucide
V.fischeri Ronde lisse 4-5mm Jaune orange
V.fluvialis I Ronde plate lisse 2-3mm Jaune 4 pourtour opacque
V.hollisae Ronde bombée 2-3mm Jaune clair centre orange
V.logei Ronde légérement 2mm Orange légérement translucide
bombée :
V.marinus Ronde irréguliére 3-4mm Vert foncé 4 pourtour opaque
V.mediterannei Ronde lisse 2-3mm Vert 4 pourtour opaque
V.mimicus Ronde lisse 2mm Vert 4 pourtour translucide
V.ordalii Ronde bombée 3mm Verte 4 pourtour sombre
V.parahaemolyticus | Ronde réguliére 3-4mm Verte sombre contour clair
V.pelagius I Ronde 3mm Orange
V.proteolyticus Ronde bombée 2mm Vert 4 pourtour légérement
translucide
V.splendidusi Ronde bombee 3-4mm Vert 4 pourtour translucide
V.vulnificus Ronde bombée 2-3mm Jaune légérement translucide

4: Wspéces cltées aprés Identification blochimlque.

Les colonics vertes ne fermenient pas le saccharose, ¢’est le cas pour le Fibrio

parahemolpticus, Vibrion mimicus et Vibrion ordalii (BRUNI et GRISAFL, 1986 ; URDACI-

BERTRAN, 1987 ; MEIYER et al., 1995).

Vibrio cholerae, V. alginobticus, V fluvialis I et V. mediterannei dégradent le

saccharose (saccharose positif) et sont de couleur jaune, couleur résultant du virage du blen

de thymol et du bleu de bromothymol lors de Iacidification du milieu TCBS (FURNISSI et
DONOVAN, 1976 ; BRUNI ef af., 1986 ; EUZEBY, 1999).

-
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g 3.4. Résultats de I’observation microscopique

i .
i - . - . A .
il La coloration de Gram nous a permis de distinguer les bitonnets Gram négatifs qui
it

— constituent le caractére majeur du genre Vibrio. Les bacilles Gram positifs et les formes

ﬁ.}; . cocci ne sont pas retenus (tableau 3.3).
-i“ Tableau 3-3 : Aspect microscopique des espéces de Vibrio identifides (pour tous les prélévements
L et fes différentes salinités étudides).
L ESPECES*  [GRAM® FORMES . MODE DE
t'g' .‘ GROUPEMENT
‘s.-,-.ri
‘ V.alginolyticus - Coccobacilles longs Isolés
V.cholerae - Bacilles courts el incurvés | Eparpillés et en amas
V.cincinnafiensis - coccobacilles Eparpiilés
V.costicola - Bacilles droits Essenticllement isolés
V. fischeri - Bitonnet court et bacilles | Eparpillés et en amas *
incurvés .
il V. fluvialis [ - Batonnets courts et bacilles | Eparpillés et en amas
Eﬁff incurvés
i V.hollisae - Petit bacilles Eparpillés
e V.iopei - Petits bacilles droits Isolés
I V.marinus - Bacilles incurvés En amas .
| V.mediterannei - bacilles Essenticllement isolés
£} V.mimicus - Coco bacilles droits Ligsenticliement isolés
L V. ordulii - Bacilles en virgules Isolés
7 V.parahaemolyticus - Bacilles incurvés En amas et isolés
V.pelagius I - Petits bacilles Isolés
V.proteolyticus - Coccobacilles En chainettes
. V.splendidusl - Bacilles incurveés En amas e
5:3 , Vovulnificus - Bacilles droits et incurvés | Essentiellement isolés
£ * : Espéces cltées aprés Identlfication blochimique ; © : Grossissement x 40 et x 100 plus Immersion. v

[ .
Les frottis obterius apres coloration de Gram ont permis également d’observer le
mode de groupement (amas, chainettes ou isolées) et les formes des cellules bactériennes
1 ,; (tableau 3-3). La plus gfande partie des frottis observés révélent la présence de bitonnets
o droits, de bacilles incurvés pour la plupart et de quelques bacilles longs, ce qui caractérise
lc genre Vibrio (PRESCOTT et al., 1995; FLANDROIS, 1997). - ‘
\ Certaines souches se présentent sous forme de coccobacille. Ces fonncs"cpt;bidcs ou
= coccobacil}ﬂres sont dues au stress de la culture (URDACI-BERTRAN, 1987). Elles sont

/qgnsidérécs comme atypiques par PILET et al., (1981).
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| 3.5. Résultats des tests biochimiques

, Trente deux (32) tests biochimiques ont permis une identification des espéces' isolées
(tableau 3-4). Les résultats bruts de I'identification biochimique de toutes les espéces isolées &
_ partir des différents prélévements et pour toutes les salinités testées (0.5, 1.5, 3.5 %) figurent

en annexes 4. - -
La détermination du genre et de Pespéce a été possible en se référant aux travaux de
URDACI-BERTRAN, (1987) ¢t BAUMANN et al, (1993), tableau 3-4. Les caractéristiques
physiclogiques ct biochimiques des souches isolées dans cette étude sont reportés dans le

tablcau 3-4 big.

Les 30 souchies récoltées dans I'ean de mer de la plage Quest de Sidi-Frédj, sont
répartics en 17 espéces de vibrions. Toutes sont oxydase et nitrate réductase positive el done
- '

aucune n’appartient aux espéces: V. metschnikovii et V. gazogenes. Chez les bacféries 3

. métabolisme fermentatif. comme la famille des Vibrionaceae, I'arginine dihydrolase (ADH)
BT est un caractére de différenciation important. Ce test nous a permis de distinguer quatre

espéces présentant un ADH positif, il s’agit de Vibrio costicola, Vibrio fluviglisl, V.,

proteolyticus et V.splendidusl.

o La croissance ou non en milien dépourvu de sel (NaCl) est considérée comme un
m ‘ crittre de séparation des plus classiques. 1l a été d'une grande mmportance quant 4 la
e distinction des vibrions halotolérants des halophiles. Dans les tests biochimiques effectués
, i cing souches isolées ont poussé 4 1a concentration saline de 0% (tableau 3-4 bis). Il s’agit de

V.cholerae, V. fluvialisl, V.mimicus, V.ordalii et V.vulnificus. 11 est i noter qu’n meilleur

développement des-espéces identifiées est observé aux salinités de 5% et 7%.

L’absence d’acétoine (VP") est observé pour la majorité des espéces 4 Pexception de

V.costicola, V.alginolyticus, et V.proteolyticns. Hormis les 4 espéces ADH" et les 3 espéces

VP la majorité des vibrions isolés se cultivent i une température de 30°C. Lz totalité sont
- } . glucose positif d I'exception du V.parahaemolvticus.

- ; Le cas de V. mimicus est particulier ; en effet jusquen 1981 il était considéré comme

g | " le biotype 5 de V. cholerae. Depuis DESMARCHELIER et REICHLER, (1984 in URDACI-
e BERTRAN, 1987), considére les souches présentant & la fois une réaction négative pour VP,
= 1 saccharose- el amylase+ sont considérés apparienant i Vespdce Vimimicns. Clest Ia souche.
. 1GCNIINEe gans nowe erude. '

]
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Tableau 3-4 : Caracté
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ristiques biochimiques des vibrons d’aprés URDACI- BERTRAN, (1987) ; BAUMANN et al, (1993).

Espéces

cB*

suaplyonisn

R G T |

SEHERNIINGD A

pjoogs0aq

L7

2

Fsaropmglig

oo A

314

S

PHDLIDIA

=

Hopie’s

sropplowanund: g

IErp3opadog
snagdospord 4

Fsupppuapds'4

smappans

ONEG

Géstin

AN

30°C

|G|+

40°C

12°C

<

+

0% NaCl

3% NaCl

7%Nall

108:N=Cl

B3R

+|+]+ |

<+ ||

|+

+[+]+]

A R B R B R Bt B B Bl B R R Pl

JEdEILNI LT SLYLINSTH

NOLLV.L

43

BT

T = it by oy 2

T e ol

o »

N

-y




et e byt Pl 4 # e Ta. et I g i i,
v LTI

P RESULTATS ET INTERPRETATION ' 35

V.ovulnificus

Tl , = "
[gt«v s V.splendidus I 3
i o]+ |+ [+ FH S F I R EN RN EH R R FY R RS
! = i )
=1 $
" ) .
r 1] B
E:: - ,'[ e V.pro!eo[yﬁm.v
' i . +1 o o ' T R Py B ERENEY
s g + S RERRE
n 3
8 B
o V.pelagus I s
@ ' ofof o 14 gl | o] o[l ] L]
o . : i
:’ e M :
O o M B
o V.paraemolyticus : : :
'?&D S| e el N I IO B8 R O R N N EY A
= I : :
= i :
© V.ordali :
=] :‘ +1+ Al o] e gy oo oo | FPEEEE] ] | F
oy ::
g 3
g V.mz’mic‘us/ 3 .
it ] BRI IR AR M R R A A A R A B R A 2 o I L I
2 s
S :: .
:ﬁ"_). 13 ; . T R
" V.mediterranei i
g o o i) A R e A e I R RS EAE IR E R Y
3 ;
ol V.marinus i
2 |z .4 ol fa]Fp o] o+ F g
E“'-fsfﬁ (| i
T ) i T
i E o Viogei $ |
rg of ]+ ' 't:' v "
@ V.hollisae s
2 THRE ol s,
2 3 )
D g
Vfluvialis I i .
[ ] :-}- [} AR RE R e |4 f

V.fischeri

biochimiques des esp

Lo :
. V.costicola ¥ ’
- o s 3 P !
' ] S ' LB 4 [ L ] EN
' Q
2 =
E g e
BeadZ b = V.cincinnatiensis )y
r O 3 KT E N A B RN R € B s B ) Y R (S RN S S Y E PN RN e e
13 ‘.'
F’ l b
K E V.cholerae '
O [N IE R S YRR ERES kg | o f | [N N R

_
is} :

-

V.alginolyticus

O YT
11.

s
.

TR
i
3-4° (bi

4y
ra

wy
33
Q
4

3 =
. o
E e | 8 ol 8lxls of | |2 glelg al
=) O :;_aﬂ'aﬁ =13 |o|8 GG w25
I 2 SR sl Bl Bl e e R A R
i\&x = CEERE R MR R e el e

iy
£
3

e
A
%



RESULTATS BT INTERPRETATION 36

3.6. Résultats de Paction des antibiotiques

Le diamétre et la présence d’une zome d’inhibition ou son absence permet de
distinguer les souches résistantes, sensibles ou intermédiaires (LN.S.P, 1999). L'origine, le
spectre d’activité et le mode d’action des antibiotiques figurent en annexe. 5

La totalité des souches cst sensible au compos¢ vibriostalique 0/129 (phosphate de
2.4-diamino, 6,7-diisopropyl-ptéridine), c’est une caractéristique du genre Vibrio.

Sur la totalité des espéces étudides, plus de la moitié est sensible aux antibiotiques
testés (tableau3-7). En effet, il a été observé que la streptomyciné, les sulfamides forts, la
gentamycine, la tetramycine et le chloramphénicol sont parmi les antibiotiques les plus actifs
sur les germes étudiés. Par ailleurs, les spiramicynes, rifampicines et les polymyxines sont
moins efficaces puisque I'on a relevés que pour V.alginolyticus, V.jfluvialis I, V.logei,

V.ordalii, V.splendidus I et V.vulnificus, présentent une résistance particlle i ces antibiotiques.

Tableau 3-7 : Résullais de "antibiogramme -

oscee | B T | oM | N |PB RA | sp | s | sss | TE | 0129
spéces
Valginolyticus | - | 84y | 8y Sa | _Iis S28 | Iog |{ Saa | Sas [ Sy | S
V cholerae - |85 Sz Sa3 Sie Sey 1 Sas | - Ses | S | S
V. - S3z Sa4 S22 | Ryg Szs | S16{ S0 | Sz | S| S
cincinatiensis
V.costicola R | Ss S S | Sis S30 | L7 | Sao | Sag | S30 | -
Vfisheri - |.S Sz | Sas | Iis Sas | Iig | Sar | Sag | Sps| S
Vfluvialis - - S1e Lis - Rio - - Si7 |- -
V-hollisae - | S3o S20 Lz | Ry Sepp | Iy | - Iy |- S
Viogei - S3g - Sa0 | Rug Su_ | To1 | Sea| S | Siz| S
V.marinus R | Si2 | Saw | Sas | Sig | Sor Lo | S| S;z | Ssn| S
Vinediterranei | - 839 Sag Sas | Sig Ss3 | Too [ Sar | Sas | S;r| S
V.mimicus R | 85 Sa6 Sas | Su Sz | Tar.| Si6 | Sao ;| Sz | -
V.ordalii - - Sy | S - R,s - [ - 8ys | - -
E,C;:irahaemobi - Sl’.’. - 830 SZO S'M I?.O Sgo 334 SBG S
Vpelagius I R | Sq S36 Ria | Sz Ss¢ | Ssa | S1g | Sz ["S3s | S
V.pr oteolyti/cus - | Sa Sa9 Saz | Ry S0 | Tao| Tia | ' S30 | Sua| S
rd
VisplendidusI | . - S23 I | Ruz Iis - -~ | Sis | S| -
—{ Vovulnificus -~ Riz S27 Iis Ris Riz - - A.Szl S27 |8
B :Bacitracine 10pg SP : Spirnmycine 10pg S : Sensible N
GNMM : Genlamicine 10pg 5 :Streptomycine 10pg R : Résistant coe
N :Néomycine 30ug 888 : Sullamides forts 200pg 1: Intermédiaire o
PB :Polymyxine 300ug TE: Tétracycline 30ug :
RA :Rifampicine 30pg 0129 : Composé vibriostatique
CL  :Chloramphénicol 3
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La totalité des souches sont résistantes 4 la bacitracine, ceci confirme 1’appartenance
des especes isolées aux Gram négatifs, un des caractéres des vibrions (BRUNI ef af, 1986 ;
COUTURE, 1990).

3.7. Evaluation de I’ affinité entre les souches

I’identification et la détermination biochimique des espéces de Vibrio dans
Penvironnement présente certaines difficultés en raison de leur grande diversité (ALSINA et
Brancy, 1994). '

Du fait de la variabilit¢ des caractéres biochimiques tant6t positifs tantdt négatifs, une
détermination efficace des cspéces reste délicate. Les souches sont alors sourmsss au
cocﬂicmng/de simple matching ou cocfficient de simple appariement Ssmn (PRESCOT]; et al.,

1995), afin de déterminer I’affinité ou le degré de similitude (tableau 3-6) entre les caractéres

-

culturaux des espéces isolées et celles retrouvées dans la bibliographie (URDACI-BERTRAN,
1987 ; BAUMANN et al., 1993).

Aprés analyse des caractéres biochimiques, on calcule pour chaque paire d'espéces du
genre Vibrio un coefficient d’association, fonction qui mesure I’accord entre les caractéres de
notre espéces ct celle de la littérature. La matrice de similitude (figure 3.1) met ¢n évidence le
coefficient d’association mesurant la similitude entre espéces; chaque espéce est ainsi
comparée a toutes les autres du tableau 3.1.

Les résultats obtenus montrent que le degré de similitude entre les espéces ¢tudides s’étend de

60 % (V.marinus) & une similitude totale (100 % pour V.cholerae).

Selon PRESCOTT ef al., (1995), les souches ayant un indice de similitude supérieur ou
¢gale & 80% sont considérées comme faisant partie de la méme espece.
Sur 17 espéces identifiées, 9 ont un indice de similitude supéricure i 80%. Le¢ reste des
espéces présente un Ssm inférieur 3 80%, cela s’explique probablement par la variabilité de
certains caractéres biochimiques.
Il est important de relevé qu’en ce qui concerne V.marinus (Ssm=60%), 29 caractéres
biochimiques ont été comparés contre 32 tests pour la majorité des espéces étug}iées. En effet,
sur le tableau comparatif utilisé pour le calcul de similitude (tableau 3-6) les tests suivants :

(ONPG, citrate et urée) ne figurent pas.




7
Loy

el 38 @f@_%rf::.,{.—_;-&:,;e ﬁﬁﬁ“#‘.‘?ﬂ; .-1 bouk] e P DR L CRC

(W

ik S H RS Tt e s P W R e Bl g et i Tadla o = e TTAR AT

b

RESULTATS ET INTERPRETATION 33

La difficulté¢ d’identification est encore accrue par P’absence de classification
employant les mémes criteres de tests pour I’ensemble des espéces. Chaque auteur propose

son tableéu de détermination (URDACI-BERTRAN, 1987).

- Par ailleurs, il a été observé qu'il existe un certain degré de similitude entre des espsces

différentes et ceci est probablement dfi & I’insuffisance du nombre des caractéres testés. Selon.

MEYER et al., (1995) et PRESCOTT et al., (1995), pour une classification précise et fiable, il

faut comparer au moins 50 caractéres et au micux plus de 100. Il est aussi préférable d'inclure

de nombreux types de données.

Toutefois, il ne faut pas négliger que les pourcentages de similitudes observés entre les
espéces de la bibliographie et les espéces déterminées confirme dans une certaine mesure leut
appartenance au genre, d’autant plus que lors des déterminations nous nous sommes basés sur

les caractéres biochimiques essentiels et nous avons utilisé pour 'isolement un milieu sélectif.



Tableau 3-6 : Pourcentages de

mgwmgmmw entre les espéces de Vibrio identifiées et les espéces de 1a bibliographie par
le calcul du coefficient de simple appariement (Symw).

EspVibrio (URDACI-
BERTRAN, 1987,
BAUMANN & al.,
1993)
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3.8. Résultats et interprétation de I’ analyse bactériologique

de I’eau de mer

3.8.1. L’aspect quantitatif

L'estimation de I'importance quantitative des populations bactériennes présenteS dans
p q

' les milieux naturels (eau et sédiment marin) par I’intermédiaire des cultures en milieu solide

permet 1a numération des seuls germes viables a ’exclusion des cadavres bactériens (BIANCHI
et BIANCHI, 1971). _

Sur gélose sélective TCBS (thiosulfate, citrate, bile, saccharose) les germes présents dans
Iinoculum vont se développer en colonies bactériennes faciles & dénombrer.

Cette étude permet d’évaluer d’une part le nombre des vibrions présents et gutres
germes dans la masse d’cau et d’autre part de déterminer la salinité optimale pour la
croissance du-plus grand nombre de colonies. '

Les premiéres dilutions n’ont pu étre dénombrer, les trois boites présentées des
cultures en nappes.

Les résultats bruts du nombre de colonies formant unité par millilitre d’eau de mer
(CFU/ml), pour chaque prélévement et pour chaque salinité étudiée (EPA enrichi en sel) sont
reportés dans le tableau en annexe 1.

La moyenne géométﬁcjnic des colonies formant unité par millilitre a été calculée pour les trois

prélévements et pour chaque salinité testée et figure dans le tableau suivant :

Tableau 3-7 : Le nombre de colonies formant unité par millilitre (CFU/ml) pour les tr01s
prélévements effectués en fonction dela salinité cotrespondant.

rélévements

o e | Dot | e | e P
0.5% 2000 1200 4476 2205.76
1.5% 828 8455 240.65
3.5% 2438 7452 229.67

L'analyse quantitative des germes en fonction des salinités aprés normalisation des données

vue [a distribution agrégative des bactéries dans le miliew marin, permet de voir que les

histogrammes obtenis présentent des aflures fluctuantes (figure 3.2 ).
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Figure 3.2 : Représentation graphique de I'analyse quantitative des . )

germes rencontrés dans 1' eau de mer de la plage Ouest de Sidi-Fredj pour
les trols prélévements.
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{::r 7 On remarque que pour le premier prélévement 1a concentration saline la plus favorable a la
- multiplication bactérienne est de 3.5%° Ceci n’est pas le cas pour le deuxiéme prélévement
] s e : o .
44 . ol I'on enregistre une proliferation bactérienne importante 2 la concentration de 0.5%"™

i
v
r'. . . ’ . .
& o Néanmoins, la représentation graphique des valeurs moyennes (figure 3.3) permet de
@ , micux voir la concentration saline la plus favorable 4 la multiplication des vibrions & savoir
o
S une EP A enrichie & 0.5%°.
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Figure 3.3: Représentation graphique de |’analyse quantitative moyenne des germes (CFU/ml)
rencontrés dans I’eau de mer de la plage Ouest de Sidi-Fred] en fonction des salinitég.

croissance optimale. Cependant, un milicu de culture unique peul convenir i la croissance de
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saline minimale requise pour une croissance optimale varic de 5 3 15 millimoles (mM).
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Les espaces du genre Vibrion requiérent des concentrations variables en Na+ pour leur

1a totalité des souches (URDACI-BERTRAN, 1987). Un pH alcalin (8.6) et une concentration

1l est hasardeux de faire des affirmations 3 partir des résultats obtenus, car le nombre
de prélévement est insuffisant. De plus, malgré P'utilisation de milieu sélectif, de 3 boites pour
chaque dilution et de, plusieurs dilutions pour chaque prélévement effectué, parfois les

bactéries dvoluent vers un élat viable et non cultivable par les méthodes de cultures
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3.8.2. L’aspect qualitatif
L’étude qualitative a penmis de meitre en évidence pour chaque prélévement, les

espéces de Vibrio isolées 3 partir de chaque salinité étudide (tableau 3-3).

o Vibrio .alginolyticus

Sur les 50 souches isolées, 4 souches ont été identifiées comme étant V.alginolyticus. Sa
présence cst mise en évidence au premier prélévement ou In température de U'cau de mer cst
de 19°C. Selon BRUNI ef al., (1986) cette espéce croit a des températures élevées durant les
mois d’été et d’automne. Par contre, MARCHAND, (1986) émet I’hypothése qu’aucune
influence de la température sur cetie espéce ne peut étre notde.
L’isolement de V.alginolyticus §'est effectué aux concentrations salines de 0.5 et 3.5%. Ceci
est confirmé par les travaux de BRIsoU, (1980) et MARCHAND, (1986) qui stipulent que
V.alginolyticus en plus des grandes similitudes qu'il présente avec V.parahaemolyticus est
caractérisé par une halophilie trés marqué et pousse dans des milieux supplémentés par 0.5 i
11% de Nacl.

’

o Vibrio cholerae

Ic V.cholerae est une espéce pathogéne pour I’homme, Ce Vibrio peut &tre aussi apportée
dans les eaux cotu,rcs par les rejets urbains (PoGal, 1990). La présence de cette espéce dans
nos isolats est probablement due aux déversements d’eaux usées au niveau de la plage Ouest

et sa forte fréquentation en été par les estivants.

Malgré le fait que V.cholerae se rencontre surtout dans les eaux, on le trouve également
dans les sédiments marins. Sa présence dans cette malrice est due i sa I‘lCthSC en maticre

organique qui apporte des composés chimiques (osmoprotecteurs) contribuant a la tolérance

en sel de cette bactérie (GUILLAUD, 1994 ; CORMIER et MARTIN, 1998).

Cette, espéce pousse dans des concentrations en sel de 2 & 8%, I’optimum se situe entre 1
et 2.5% (URDACI-BERTRAN, 1987). Ceci rejoint les résultats obtenus dans cette étude, i savoir
une culture positive 4 0.5 et 3.5% de NaCl (tableau 3-8). Sa présence dans I’eau permet de
classer la plage Ouest comme une plage de mauvaise qualité microbiologique en se référant

‘4
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o Vibrio costicola
C’est une espéce A la fois halophile obligatoire et modérée (BRISOU, 1980). Deux souches
; sont isolées dans nos prélévements 4 la salinité de 0.5%, une seule a 3.5%. Les températures
respectives sont de 19°C et 25°C. V.costicola est rencontré aussi bien dans les eaux de
surface, les eaux cotiéres que les eaux de profondeur moyenne. Toutes ces observations

peuvent 8’ expliqueé par son caraciére ubiquiste.

Tableau 3-8: Croissance des espéces de vibrion en fonction de la salinité.

Prélévement 1 | Prélévement 2 | Prélévement 3 )
Salinité (%)' 051153505 |1513.5] 0.5 1.5 | 3.5 | Nombre de
Espéce Souches
isolées
V.alginolpticus + - + |- - - - - - 4
V.cholerae + - - |- - - + - - 4
= . “ V.cincinatiensis - - + |- - - - - - 1
é?&,:_ V.costicola + | - - |+ - - - - - 3
Iﬂz _. V. fisheri I L B CT M - - - 1
; V fluvialis 1 S I I PO VY P - 7
I ';", V.holisae + | - - |- - - - - - 2
Eo o V.ilogei + - - |- - - - + - 3,
- , V.marinus + - - |- - - - - - 1
(:\ V.mediterranei - - -« |+ - - - - - 2
o V.mimicus + | + -~ |- - - - - - 2
V.ordalii - - - |- - - - - + 1
. V.parahaemolyticus A+ - + |- - - - - - 2
h_ ’f V.pelagius I - + - - - + |- - - 2
.l f . V.proteolyticus S G T R U R I + - 4
i- V.splendidus I - oo T TR R £ S I - - 2
i Vovulnificus - + - |- - - + |- - - 3
o . ¢ -
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o Vibrio fischeri

Une seule espéce a 6té isolée du milien de culture enrichi & 3.5% de NaCl lors du
deuxiéme prélévement. Lors de ce préléveemnt la température de P'eau de mer était de 25°C.
Ce vibrion est fréquemment isolé de ’ean de mer, il est également trouvé dans les sédiments
marins (MAUGERI ¢t BRUNI, 1991). La présence des vibrions halophiles dans les milicux
cOtiers est constante, dés que la température atteint le seuil de 19°C, ces bactéries passent du

gédiment a I'cau de mer (lableau 3-8)

o Vibrio .fluvialis I

Bien que cette espéce soit considérée dans la bibliographie comme une halophile, modéré

“ (MAUGERI ¢t BRUNI, 1990), nous avons jsolé deux souches dans les milieux de cultures

enrichi 3 0.5% de sel, Cette halotolérance a été également observé chez certaines souches

identifiées par URDACI-BERTRAN, (1987).

o Vibrio vulnificus
Cette espéce a été trouvée aux salinités de 1.5% et 3.5%. Selon TAMPLIN ef al., (1996),
cette espé/g;e‘ atteint des valeurs maximales de prolifération entre 5.8 4 8.8 et 8.3 % de NaCl

avec unc température de I’eau de mer variant de 13°C 4 22°C. C’est le cas de notre premier

e

prélévement ol la température de I'ean était de 19°C, pour le deuxié¢me prélévement on a
enregistré 25°C.

VERON et POPOFF, (1990), considére V. vulnificus comme un halophile modéré, I'intervalle
déterminé est alors de 1.5 4 3.5% de sel. Ils le classent a 1a fois dans la catégorie, des especes

médicales et celle des especes marines.

o Autres espéces de vibrions b _
Le V cincinnatiensis, le V hollisae, le V logei, le V ordalii, le V marinus,et le V.pelagiusi
sont les espeéces les moins fréquentes dans nos prélévement(lableau - 3-8).

Ces espéces fréquemment identifiées dans ’eau de mer sont généralement isolées dans le

sédiment.
L'explication résiderait dans les températures €levées enregistrées, durant la période de
prélévement, en effet selon MAUGERI et BRUNI, (1991}, dés que la température atteint le seuil

de 19°C, ces bactéries migrent du sédiment i ’eau de mer. Ainsi on remarque qu’une grande

Ll e T Ll _h,..*._m.:‘.__..“ 2 Mm&_m_m. R P
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Lk partic d’especes isolées préferent les sédiments au détriment de la matrice eau, Ce phénoménc
;_ i s’expliquerait par la richesse du sédiment en matiére organique.
i
o 3.9. Diversité spécifique
- Pour cette étude trois salinités ont ¢t¢ testées afin d’établir la concentration donnant la
:'5:.;*‘ meilleure diversité de vibrions. Le pIH est ajusté dans le milicu d’carichissement (EPA) & 8.6
"'- et cela pour les trois salinités étudiées, i savoir 0.5, 1.5, 3.5%°.
%: La diversité spécifique a été calculée selon la présence ou I'absence des différentes espéces
T isolées comparativement & la totalité des espéces et cela pour chaque salinité (tableau
; :E suivant).
i
E 2 Tableau 3-9; Croissance des espéces de vibrion en fonction de la salinité.
= Salinité (%)
.‘:, _Espéccs 0.5 1.5 3.5 | Nombre de souches
V.alginolyticus + - - + 4
V.cholerue - - - 4
V.cincinatiensis - - + 1
V.costicola + - + 3
V. fisheri - - + 1
V.fluvialis I + - - 2
| If./hblisae + - - 2
!-R‘ | V.logei + + - 3 ;
., - V.marinus + - - 1 o
- V.mediterranei -+ - - 2
V.mimicus + + - 2
. | ‘ V.ordalii g - - + 1 .
V.parahaemolyticus + - - 2
i, o V.pelagius I - + 2
='55 V.proteolyticus ' - + + 4
" \ V.splendidusl - SR - 2
{_ . ‘ V.vulnificus - -+ + 3
L Diversité spécifique (%) 59 29 53

- La 'représentation " graphique de la diversité spécifique moyenne en _fonction des

sl : : : "y
rf;. _ concentrations salines (figure 3.4) a permis de mettre en évidence 'halotolérance des espéces
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isolées. Sur les trois salinités testées le meilleur développement est obtenu a la concentration
saline de 0.5%°. La diversité spécifique est de 59%, ce pourcentage regroupe les espéces de
vibrions les moins exigeants en sel, il s’agit de V.cholerae, V.fluvialisl, V.hollisae, V.
alginolyticus et V parachemolyticus (tableau 3-9). Cefte dermniére espéce présente une
halophilie modérée mais obligatoire, ne se cultive pas sur des milieux de salinités inférieures a
0.5% (BEUCHAT, 1974 ; PILET, 1981). Selon GELINAS, (1995) V.parahaemolyticus tolére
jusqu’a 8 - 10% de sel, sa croissance s’arréte pour une teneur inférieur d 0.05% (MARCHAND,

1984). Celte espéce cst fréquente en Méditerranée (OMS/PNUE, 1995).

Le V.costicola est une espéce curyhaline elle est retrouvée aux salinités de 0.5 ¢t 3.5 %°. Cellc

espcce supporte de 23 23% de NaCl et sc cultive entre 6 et 12% (BRiSOU, 1980).

En outre, une diversité spécifique de 53% représente la concentration saline de 3.5%.

V. alginolyticus se reirouve i cetle concentration saline, cette espéce a une croissance rapide &
3.5% (Brisou, 1980).

Le V.cincinnatiensis et le V.costicola se retrouvent également & cetfe concentration saline. Le -

V. costicola est considéré comme une espéce halophile obligatoire et pousse dans des milieux

enrichis de 2.3% de sel (BRISOU, 1980). Ce qui confirme dans une moindre mesure les

résultats obtenus,

Enfin, 1a salinité de 1.5% semble représenté la diversité la plus faible (tableau 3-9).
Il est important de préciser que la diversité des espéces est généralement plus grande lorsque
la température du milieu aquatique ne dépasse pas 12°C (URDACI-BERTRAN, 1987). La
température moyenne durant les mois de prélévement est de 22.66°C. 11 aurait été donc

souhaitable d’effectuer des prélévements en période hivernale,

/
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Figure 3.4: Diversité spécifique totale des espéces du genre Vibrio en fonction de la salinite.

Tableau 3.10 : Etude comparative entre HENNICHE et REFFAF, (1999) et la présente étude.

En comparant cette étude au travail effectué par HENNICHE et REFFAF, (1999) sur les 17

espéces isolées dans I'cau de mer de la plage Ouest de Sidi-Fredj, 4 espéces sont communes

Espéces du présent travail

Espéces isolées par
HENNICHE et REFFAF, (1999)

Lispéces communes
- aux deux £tudes

V. alginolyticus V. anguillarium V. fluvialis I

V. cholerae V.campbellii V.marinus

V. cincinnatiensis V. fluvialis I V. parahemolyticus
V. costicola V.marinus V. vulnificus

V. fischeri

V. metschnikovii

V. fluvialis 1

V. parahemolyticus -

V. holliseq

V. vulnificus

V. loget

V.marinus

V. mediterrane!

V. mimicus

V. ordalii

V. parahaemolyticus

V.pelagius I

V.proteolyticils

V. spendidiis I

V. vulnificus
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Pour la diversité spécifique en fonction des comcentrations salines, les resultats obtenus
concordent avec ceux obtenus par HENNICHE et REFFAF, (1999). En effet pour les deux études la

concentration de 0.5% est la plus prolifique au développement des vibrions.

En ce qui conceme le travail effectué par BOUDJAKDIL, (2001), qui consiste en une
identification des vibrions dans le sédiment en fonction de la salinité, il a été constaté que 5
espéces ne se retrouvent pas dans. le présent travail. Ces espéces (tableau 3.11) sont

fréquemment isolées de la matrice sédiment,

Tablc-.;u 3.11.: Espéces communes entre le travail de BOUDJAKDII, (2001) et la présente étude.

Espéces du présent travail Espéces isolées par Espéces communes
BounJAKDJI, (2001) aux deux ¢tudes
V. alginolyticus V. alginolyticus V. alginolyticus
V. cholerae V. campbellii* V.cholerea
V. cincinnatiensis V.cholerea V. fluvialis 1
V. costicola V. fluvialis 1 V. marinus
V. fischeri V. fluvialis IT* V. mediterranei
V. fluvialis 1 V. gazogene* V. parahaemolyticuy
V. hollisea V.harveyi * V. spendidus [
V. logel V. marinus V. vulnificus
V.marinus V. mediterranei
V. mediterranei V. natriengis*
V. mimicus V. parchaemolyticus
V. ordalii V. splendidus I
V. parahaemolylicus V. vulnificus
V.pelagius I
V.proteolyticus
V. spendidus I
V. vulnificus

* :Espéces non Isolées dans ce travall

| Une autre différence el a relover, il s’agit de la concentration saline de 2.5% qui se
caractérise par une plus grande diversité spéeifique. Ceci se rapporte également au fait que la

\ matrice ¢tudide soit différente, -

Par rapport au travail de YAMANI, (2001), qui a consisté en une variation du pH du milieu
d’enrichissement pour une salinité de 2.5%, le pH commun-a savoir 8.6 présente une plus
grande prolifération des cspéecs. Néanmoins, la différence réside dans le fait que la

concentration saline de 2.5 % n’a pas été utilisée dans notre travail. Toutefois: il est a relevé

/
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qu'une plus grande diversité se retrouve dans nos isolats. La variation du facteur salinité

parait jouer un rdle prépondérant dans la distribution de cette espéce dans 1'eau de mer.

Tableau 3.12: Etude comparative des espéces isolées dans ce présent travail et celui de

Y aman, (2001).

/,_ESpéces du présent travail

Espéces isolées par
; Y AMAN], (2001)

Espéces communes —
aux deux études

V. alginolyticus V. alginolyticus V.algiriolyticus
V. cholerae V.anguillarum V.cholerae

V. cincinnatiensis V. campbellii V.marinus

V. costicola V.cholerae V.mediterranei
V. fischeri V.furnissi V.ordalii

V. fluvialis | V.harveyi V.parahaemolyticus
V. hollisea V.marinus V.splendidus [
V. logei V.mediterranei

V.marinus V.metschmikovii

V. mediterranei V.nereis

V. mimicus V.ordalii

V. ordalii V.parahaemolyticus

V. parahaemolyticus V.splendidusl

V.pelagius I

V.proz’eo{yh’cus

V. spendidus I

V. vulnificus

17 espéces ont été isolées contre 13 dans le travail de YAMANI, (2001). Selon URDACI-

BERTRAN, (1987) ; VERON et POPOFF, (1990) la croissance des vibrions est stimulée par les

ions sodium.
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CONCLUSION 52

Conclusion

Le présent travail est une tentative d'une part de détermmner la concentration saline
favorable pour un isolement sélectif de la famille des Vibrionaceae et d’autre part de faire une

identification précise par la méthode classique des espéces se trouvant dans le volume d’eau

g‘-ﬁ 1 de mer analysée.
A '
i) Cetle étude effectuée dans la plage Ouest de Sidi Fredj cn juin ct seplembre 1999 a

révélé une grande diversité d’espéces. Sur les 43 espéces de Vibrio répertoriées & ce jour

(LESNE ct FOURNIER, 1998) 17 ont été identifiées, 1a plupart sont saprophytes.

Parmi ley salinités testées au cours de cette étude, le meilleur développement bactérien

(2206 CFU/ml) et la plus grande diversité (59%) d’espéces ont été obtenues d 0.5% de NaCl.

Les trois espéces le plus fréquement isolées sont V. proteolyticus V. alginolyticus.et V.
cholerea/écs deux derniéres espéces sont pathogénes pour homme, V. alginolyticus a ¢
__rarement impliqué dans les infections alimentaires, il est associé aux lésions superficielles

notamment les otites (LESNE et FOURNIER, 1998).

V. cholerca quant a Iui peut étre a l'origine de maladic pestilentiellc a tropisme

digestif qui se développe par épidémies massives (VERON et POPOIT 1990),

La réponse & la question posée au début de cette étude d savoir la salinité la plus
favorable i I'isolement et au développement des Vibrio est mitigée. Bien que 0.5% de NaCl
ait donné le meilleur résultat, les deux auires concentrations testées (1.5% ef 3.5%) sont

'

intéressantes car elles ont permis I'isolement d'espéces différentes.

Il 'serait $ouvhaitable d’étendre dans le temps cetle étude et de rebhercher les
dventuelles relations entre Pabondance des vibrions et lIes paramétres classiques du milicu

comme la température de ’eau de mer.
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Annexe 1 :
' o
Résultats bruts de I'analyse quantitative : Comptage des colonies,
Prélevement 1
Naci 1 2 3
' 0,5 N id 240 184 3 13 20
1,5 N N 110 69 1 2 0
3,5 N 208 284 131 50 63 85
N : Cullure en nappe
id : indéterminé
Prélévement 2
NacCl -1 -2 -3 -4
0,5 N N 130 P -
1,5 N N 2 R
an
3,5 N 1 . H
Prélévement 3 .
NaCl -1 -2 -3 -4
0,5 N 24 97 24 440 892 - -
»
1,5 N 680 1080 840 53 47 70 -
1]
3,5 id 284 =202 2 1 12 .




ANNEXE 2 K

Technique de la coloration de Gram
1. Recouvrir camplétement la lame de la solution 1 (violet de Gentiane)
2. Rincer prudemment a Peau distilléc pendant 5 secondes

3. Recouvrir complétement la lame de la solution de lugol, puis laisser agir

pendant une minute

4. Rincer prudemment a ’cau distiliéc pendant environ 5 sccondes

]
5. Immerger la lame dans unc solution décolorante (alcool) en remuant

pendant environ 20 a 60 sccondces

6. Rincer A P’cau distillée pendant 5 secondes environ

"7. Recouvrir complétement la lame de la solution de fushine, laisser coloré

pendant une minute

N

8. Rincer prudemment a Icau distillée pendant 5 secondes environ

9. Laisser sécher.

-t
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ANNEXE 3

Milieux de culture

+ Eau peptonée alcaline concentrée 10 fois :

Composition ¢n g/l

PePIONE. . ceviiiiiii e 15
| LT R 25
Bau distillee. . oor v e v e cciarcaraeeeee 11

Autoclaver a 120° C pendant 15 minutes.
pH ajusté a 9 pour qu’il soit & 8.6 apres autoclavage.

> Ultilisation : Milieu d’enrichissement des vibrions.

» TCBS (Thiosulfate, Citrate, Bile, Saccharose) :

Composilion en g/ :

Peptone de caséine........... [T 5.0
Peptone de viande......o.oon 5.0

. Extrait de levure....... ey 5.0

- Citrate de sodium...ovevviiniiinii e 10.0

" Thiosulfate de sodium......ooooviiiiiiiiin 10.0
Bile de bacufl désséehéen.onnnn, 5.0
Cholate de sodium......ooooiiiinn i, 3.0
Saccharose.............. e 20.0
Chlorure de sodium.........o.ooo 100
Citrate fermnique. oo 1.0
Bleu de lhymnl...........: ......................... 0L.04
Bleu de bromothymol...... e 0.04

CARAM-ARAT 14.0

Porter a ébullition dans un litre d’cau pour dissoudre complétcment le milieu. Ne pas

autoclaver.

» ~Ulilisation : Milieu sélectif des vibrions.

T s N . -
R g e e D e e mimioes : e i eon s
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*  Milieu de Mulleur-Hinton : *

Composition en g/ :

Infusion de viande de besuf.........o.ooll 300
Hydrolysat de caséine..................oooveeeee e 17.5
AmIdon... oot 1.5
GElOSE. .. 17

pH {inal : 7.4.

> Utilisation : Etude de la sensibilité aux antibiotiques.

*  Oxydase:
Composition des disques d’oxydase (agenee du médicament, France).

> Utilisation : Recherche de Uoxydase.

*  Bouillon nitraté salé :

Composition en p/1 ;

Visemisolide. ..o 1000 m]
GlUCOSE. .ot 2 .
Nitrate de sodium.........ooooiivvinnii . 5

> Utilisation :Rcchcrqhe des nitrates.

*  Milieu de Clarck et Lubs salé :

Composition en g/l :

Peptone lry[;siquc ou polypeptone.............. 5a7 B
GIUSOSC. vt ee oo 5

Phosphate bipotassique............ccvveeviniinn.. 5

Chlorure de sodium...............coceeeevnnnnn.. 10

Dissoudre en chaulfant légérement.

pH final : 7. Répartir & raison de 5 ml par tube ; stériliser par autoclavage pendant 30 mn 2
110° C.

» Utilisation : Détermination de la voie empruntée lors de la dégradation du glucose &

partir du stade pyruvate ait cours de la fermentation,
La voie des acides mixtes est déterminée par la réaction du rouge de méthyle (RM).

La voie butylgne glycolique est déterminée par la réaction Voges-Proskauer (VP).
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« Milieu de fermentation des sucres :

Composition en g/l

Extrait de viande..........oooin 1

Tryptlone.. / ........................................ 10

fﬁiomrcdcsodium..................._ ............. 10 )
Rouge de phénol.................. vrerneneeennaee 0018

Eau distillée .8.pevevevniiiiiiiiiannnnn. coevvennes 1000 ml

pH ;. 7.5.

> Ultilisation : Détermination de la dégradation ou non dey sucres. Les différents sucres

sont stérilisés soit par filtration (arabinose, lactose, maltose, saccharcze), cu bien par

stérilisation & 110° C (galuctose, glucose, glycerol, mannitol, mannose, rhamnose) pendant

10 minutes. Ils sont ensuite ajoutés a une concentration finale de 1% (v/v).

¢ Milieu de Moller :

Peptone pepsique de viande.............cooeinns S g
Lxtrait de viande...... et 5g
Bromocresol pourpre. i 0.01g
Rouge de cresol....... PPN 0.005 g
Glucose.....cooeeennne... e e 05p
Pyridoxal.................c..co.l. e 0,005 ¢

pH ajusté & 6 ce milicu de base, additionné 1% de L-argenine, L-ornithine ou Z-lysinc.

» Utilisation : Recherche des décarboxylases.

*  Milieu Urée-Indole salé :

L-tryptophane............... e et 03g

KHaPOuouovniniiienein, erereeeans 0.1g .
NaCl........... . O [ 21

Urée......ooevnen. e ————— v 28 ..
Alcool 8 95 %......... e v Ll ‘ .
Rouge de phénol 4 1%.............. e 0.25 ml

Eau distillée.....oviniiniiiinnnnn,, 100 ml

Dissoudre le L-triptophane dans I’eau distillée chauffée & 60° C, laisser refroidir et dissoudre

les autres ingrédients, Stérilisation par [iltration.

> Utilisation : Détermination de U'urdase, de la tryptophane désaminase et de indole.
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. Milicu de Hajna Kligler (KIA):

Composition en g/l

Extrait de viande de e | CRUTUPTRUPOPPRYRR TR 3

Extrait de 1evurc..oaeeeeess PO OUPPE .3

Peplong..... TIPSR S L cereaenes 20

Chlorure de sodium...... e eemanaeneene 5 .
Citrate [CIHQUe. .covneeememrsermes TR 0.3

Thiosulfate de sodium....... UV PUURS PP . 03

LACLOSC. eurrmemmrnnnsesses bevraieans DU 10

Glucose. .- -+ TR eeere ceenes VT |

Rouge de PRENOL. . cvvevsreresermsmemsesee e 0.05

AGal.. .o veens feeveanen TR bererensanes L. 12
pH final 1 7.5 3 autocl aver 5 120° C pendant 15 minutes, Jaisser solidifier en position inclinée.
» Utilisation : Pei met de confirmer ld jc: mentation dit glucose, ['atiaquee du Tactose el

la production de H,S.

«  Milien Citrate-Simmon :

Composition ¢n gﬂ-:

Sulfate de magnésium..... ETTRTTIRe reeenraas 02

Phosphate mono-amoniagque ......- SRTUUPTIT |

Phosphate bipotassique.....ee-eee PRI 1

Citrate de SOEUML 1 evvanemeereerermeresren 00 5

Chiorure de sodiumm......-- PR e 2% "
Bleu de bromoth:ymol ..... eevarenes ferverenanan . 0.08

(*) La formulc proposte par 1e diagnostics Pasteur n¢ conticnt que 1g % de citrate de sodium.
Dissoudre 2 chaud ; ajuster le pH 2 6.8. Répartir 2 raison de 5 a7 ml par tubc. Autoclaver &

120°C pendant 15 minutes.

» Utilisation : Seules Jes bactéries possédant URE citrate-perméase SOn capableé

d'wiliser le citrate comme source de carbone.

o

s ]
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*  Gélose amidon :

;@ Composition en g/l :
0 - —— Extraitde viande oo 3 .o ’
/ ;i‘é Peptone.....cooviiiniii 5 ' *
T Amidonde fz.......coviviiiiniiiii e 10
\ ABAT-AZAT oeevsiviriiee e 15
Eau distillée.....oooiiiniinii 1000 m]

pH ajuster a 7.4 ; apres autoclavage 4 110° C pendant 30 minutes.

> Utilisation : I’ amyluse est mise en évidence suite & la dégradation de Uamidon.

/
» Milieu de Hugh-Leifson salé :
Composition en g/l : .
TryplOnC. .ovini i 2 ‘
Chlorure de sodium.........oooiviiiiiinin 10
Phosphate bipotassique.........ooooeiiiiins 0.3
Bleu de bromothymol..............cociiin 0.03
AGAT. i 3
pH : 7.2 ; autoclaver a 115° C pendant 20 minutes. - .
> Ultilisation : Fiude du type respiratoire.
*  Gélose gélatine : .
Composition en g/l :
Extrait de viande...o..ooooiniin 3
Peptone...o.ooviniiiie i 5 o
] AZAr-a8aL . iv it e 15
m Bau distillée......ooooiiiiniiiiii 1000 ml
Solution de gélatine 3 15 %...o.ovvvvveenninnnn.n. 100 ml
m » Utilisation : La gdlutinase est mise en évidence & la suite de la dégradation de gélatine.

i et it e
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Annexe 4

Tableau 1: Résultats bruts des tests biochimiques pour les souches identifiées du premier prélévement,

N'deSouche} 041 | oaz | oas | oas | oas | oar | oas || oato | oatz | oara
Tests
Oxydase + + + .t + +, + + + +
Réd-nitrates ‘ + + + +. + |+ + + +
Gaz en glu - - - - - - - - - -
|[Essalmago + + - + + + - - + +
ADH - - - ,nT + . DT - o s
LDC + + + + - + - + + 1+
obc - - + - + - - - - -
VP - - - + + - : - : -
RM
Indole . + + - + + + + = - +
Citrate - - - - - - - _ R i
Urée - - + - - + - * - +
Bgalactosidase - - - + - - - - +
Gélatinase + + + + + + * + - +
Amylase ' = * * * . ) + ) * +
@ + + + + + + + + + +
g |ao°C
é 40°C + - .|. + JIE.+...-‘ - - ity : + I
8 |gooc y - - + - - + + + + -
-
§ g 0% + + - - + + + + - +
e A ) o + + + * + + 1
2 g 7% + + + + + + + +
G @ 10% + + + + + + + . +
Arabinose - + - - - + + - - -
o Fructose + + - + + + + + + +
! % Galactose + + - + + + + + + +
2 Glycerol - + - + + + + - + +
S |Glucose A + ¥ N I e
'_g Maltose - - + + + + + + + ool 4
2 [Mannitol + + + + - + + + R +
§ Mannose - - - + + - - - - -
g Rhamnose - - - + + + + + +
Saccharose + - - + + o+ < - + -
Lactose - - - + - + + + + -
Senslibilité C/129 ] S S S S S S S
Production de H2S - - - - - - - - - -
TDA ' . - - - - - - - - R N
Esterase + + + + + - + o+ +
Type Resplratolre An + + + + + + +
A + + + "
@ 0 g
w » 2 3 % '
. 323015818 (s (8 [|s]81S§8
Espéces g E E B ﬁ g: = g-. = =
R R EEE R E -
BN p g G ~ ~ B =
= =
[Salinité 0,5
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Tableau 1 (suite) : Résultats bruts des tests biochimiques pour les souches idenlifiées du premier prélévement.

N°deSoucho || ,.4 || 0ats | oate || oAte | OAte | Oazo | OA24 | OA25 | QA28 || OAZ7
[Tests
Oxydase + + + N 5 + 4+ |+ + +
Réd-nitrates + + -+ e + 4 4 + - + -
Gaz en glu - - - - + - - - - -
Essaimage + - + + - + + + + +
ADH - - - - - - LT - it -
LDC - + + + + + + + + +
obc - + + - - - - - -
VP - - - - + + - - + -
BM of| s Tl ‘ e
Indole - - + + + + + + + +
Citrate - - - - - - - - - -
Urée - - - - - - - - - +
Bgalactosidase - + - - - - - - -4 -
Gélatinase + + + - + t + + + .
+ + + + + + + + + v +
Amylase
8 . + + + + + + + + + ., +
e [so°C ;
- + + + + e + 0+
—% 40°C 7 + S R
o - - - -
- - + + - + + + + + +
§ G 0%
§ 2 s + + + + + + + + +
5 § 7% + + + + + + + + .+
o ° 10% + + + + + + + + +
Arabinose - + + - - + + + - -
o Fructose + + + + + + + + + +
S |Galactose + - + + + + - + - +
3 Glycerol + - + + + + + + - +
9 |Glucose + + + JFORRY R RFIR N - -
‘é Maltose + + + + + + + + + n
2 Mannitol + + + + + + + + + +
Q
S Mannose - - - - - + + - - -
k=) ¥
E Rhamnose + + - + - + - - - B
Saccharose + - + = T + Lt L RN -
Lactose + - + + - + - - - "
Senslbilité 0/129 S ] NS NS S S S S S
Production de H2S - - - - - - - - - -
TDA - - R - n n - - - -
Esterase + - + + + + + + + +
Type Reosplratolre An + + + + + + + + + +
A F 3 F + ¥ ¥ + + I F T
2] @ @ a "‘f-,. @
sl g latg |8 |&)]8 g}
s g | s |2 |3 §> | ¢ R I
Espéces ) = = E - S o E ] S =
3 3 3 E kS £ 2 g .2 £
SRR EEREENEE R
> N N > q o & 5 i, N
~ N N S .
[Salinité 1,5 3,5
b

~
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Tableau 1 (sulte) ; Résultals bruts des tests biochimiques pour les souches identifiées du premier

/ prélévements.
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. N°de Souche )l gpp7 cA28 OA29 OA30 oA31 oA32
Tosts
Oxydasg + + 4 + + +
Réd-nitrates +.. 3 b T+ -4 +
Gaz en glu - - - - - -
Essaimage + - + + + +
ADH "~ - aF L - L+ ko .
LDC + + - + + +
obC + - + - - -
VP + - + + + -
RM - - - + L +
Indole - + - + + +
Citrate - - - - - +
Urée - - - - - -
Bgalactosidase - - - - - -
Gélatinase - - - - - -
+ -
Amylase + + + +
@ + + +
R + + +
1]
0 . P P _
0 40°C" . :
e
6 |azec + -
+
2 3} 0% *
C o
2z |5% + + e
W o
o 2 |7% + +,
>
(6] ]
10% + +
Arabinose - _
o Fructose ¥ -
% Galactose + -
ﬁ le_,_'cgrcl + -
S [Glucose . | b, o
'g Maltose + -
8 Mannitol + +
(4]
E: Mannose + +
E Rhamnose - _
Saccharose + .
Lactose - - - - - .
Senslbllité O/129 8 S [ S
Production de H2S - - - - - _
TDA
Esterase . - - + - + +
Type Resplratolre An ) + + + + + +
. A ¥ T ¥ ¥ ¥ ¥
© [ 2] 7]
< c 3 3 3 -
3 : 5 g 5 5
Espéces 3 2 -8 S S 5
8] ] = ] @ )
Q g 5 S ° =
=~ >
Salinité
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Annexe 4

Tableau 3 : Résultats bruts des tests biochimiques pour les souches identifiées du troisiéme préldvement,

N® da Souche

ocz || oca || oca || ocs || oce || oc? || ocs || ocs || oce' || oc10) oc11 | ociz || oc1s
Tosts
Oxydase + + + + + + + + + + + + +
Réd-nitrates + + + + 1+ + + + + + + + +
Gazen glu - - - - - - - - - - - - -
Essalmage - + + - - - - - + | + - - +
ADH - + - + - + - Fe e e - + -
LDC + + + + - + + + + + - + +
oDC + - - - - + - + + - - + +
VP - - - - - - - - - - - -
AM : + + + L+ ¥ |- -4+ - + + +
Indole + - - + + + + + + - + - +
Citrate - - - - - - - - - - - - -
Urée - - - - + ¥ + + + - + - -
Agalactosidase - - + - + - - - - + + - -
Gélalinase + + + - + + + + + + + + +
Amylaso + + + + -+ - + + + + + - .
g 30°C + + + + + + + + + + + + +
=_§ 40°C + + + + | -+ + + s i o+ | dF o+
6 42°C + + + + + + + + + + + + +
25 0% + + + + + + + + + - + + +
§2  |s% N ENESENESENESEN Y S e e
'Tg. § 7% + + + + + + + + + - _ + N
R R I e
|Argbinose - + + - + + - - - + £ - -
— g Fructose + + + + + + + + + + + -+ +
% Galactose + + | + + + + + + + + - + -
3 Glycerol + + - + - + + + + + + - +
E Glucose .. -} + | +-| .+ 0 +: A RKEEIER RSN
:g Maltose + + + + + - + + + + + +
2 Mannitol - - + - + + + + + + + +
_§ Mannose - + + + + - + + + + + -
E Rhamnose - + + - - - - + - - - . N
Saccharose || + + + sl I T O KOG T S S R )| O o RRE IR A
Lactose + + + + + + - -
Senslbilité 0/129 B
Production de H28 - - - - - - - - - -, - -
TDA - - -+ - - -+
Esterase + + + + + ¥ +
Type Respiratoire  An + + + |+ + + + + T+ |+ |+
A + + + + + + + + + ol + + +
. = @ 0 @ Q
EEERERERE RN N .
Espéces I K £ S _':i’ 2 o | 2 2 8 S ES
S 2Iels|s|S|3|2i2je|s|s |5
N Il - K I N - o B N N
~ > ~ ~ b < >
Salinité [ 0,5 " 1,6 : 3,5
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Tableau 2 : Résultats bruts des tests biochimiques pour les souches identifiées du deuxiéme prélevement.

N° de Souche
Tests "

OB1 : OB2 0B3 oOB4 0B85
Oxydase + + + ot +
Réd-nitrates + + - + +
Gazen glu - - - - -
Essaimage . - - - - -
ADH - +
LDC + +
obc - - - - -
Vi - - - - -
RM v A i P Y +
Indole + + + + +
Citrate - - - - -
Urée + + + + +
Bgalactosidase - - - - -
Gélatlnase . - - - - -
Amylase + + + - -

g 30°C + + + + +
% 40°C + + + v +
G lazce - - ] i ]
§ 5 0% + - + + +
e + - + + +
o o T
o 7% + - + + +
Q®
10% + - + + +
Arablinose - - - - -
o |Fructase + + + + . -
% Galactose - - - + _
8 Glycerol + + + + -
'd lGlucose .. ;. e il S g ny
-?_' Maltose + + + + +
2 jMannitol + + + - +
_§ Mannose + + + - +
a_? Rhamnose - - - - -
Saccharose ooty § i
Lactose - - . - R
Sensibilité O/129
Production de H25
TDA *
Esterase + + + - Y +
Type Resplratolre An + + + + +
A + + + + -
S @ @ %
& = a = ’ =
Espéces 2 k3 = S S
3 3 8 S §
= = ~ Q &
. > N N ~
Salinlté 0,5 1,5




A ANNEXES o 0 T - 7
Tabléau 1 : Les antibiotiques groupés par famille : origine et spectre d’activité (LECLERC et al., 1995).
Famille - Antibiotique Ol;igine Année de Ia Spectre d’activité
découverte |Cocci Gmm Bacille Gram-
Polypeptides » Polymixines Bacillus polymyxa 1947 j - J: T
basiques e PBacitracine Bacillus licheniformis 1945
Phénicols o Chloraphénicol |Streptomyces venezuelae 1944 + + o+ +
+ Stréptomycine Streptomyces griseus 1944 '
‘Oligosaccharides » Néomycine Srreptomyces fradiae 1949 + o+ o+ #
? - s Gentamycine Micromonospora monospores | 1967
I Macrolides ~ o Spiramycine - Streptomyces ambofaciens 1954 . + + + -
5.' kyfamycines e Rifampicine Streptomyces médirerra;zée 1948 + o+ + +
E Tétracyclines ‘», Tétracycline Streptomyces texasi - 1953 + o+ + +

k)
!
¢




ANNEXE 5

Tableau 2 : Mode d’action des antibiotiques (LECLERC et al., 1993).

Antibiotiques Mode d’action
Inhibition de la synthése protéique
' | Tetracycline Fixation sur la sous-unité 30S du ribosome et inhibitiorp.de la
fixation de I’aminoacyle-ARNt sur le site ribosomale
| spécifique.
Phénicolés Fixation sur la sous-unité 50S du ribosome et inhibition de la
formation de liaison peptidique
Macrolides - . Fixation sur la sou-unité 50S et inhibition de la fixation de
I'aminoacyl-ARNt, de la formation de la liaison peptidique,
ou de la translocation du peptide.
Altération des membranes
Polymixines Désorganisation membranaire  par fixation sur les
phospholipides et le LPS
Inhibition des acides nucléiques
Sulfamides , Inhibition de la synthése des folates (précurseurs des bases
: . &
puriques) par compétition avec la dihydroptéroate-synthétase
}
Rifamycines * Inhibition dc la transmission de 1’ADN par fixation sur ’ARN
polymerase ADN dépendante. o
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