) Al Jhagal) 4 1 Sl 4 ) sgand
République Algérienne Démocratique et Populaire
alal) Gl g ) anleit) 30 5 g
Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
dalud) dagd 5 all o glad Llad) duiha o) Ay jsall
Ecole Nationale Supérieure des Sciences de la Mer de ’Aménagement du Littoral

MEMOIRE DE FIN D’ETUDES EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME
D’INGENIEUR ET MASTER EN SCIENCES DE LA MER

OPTION: BIOTECHNOLOGIE MARINE

Théme :

Etude du potentiel probiotique de bactéries
isolées a partir d’animaux aquatiques

Présente par :
» ZAIDAT Med Lotfi & BENKHALED Amine

Soutenu le 29/10/2019 devant la commission du jury suivant :

Mme. AMAR I. Maitre assistante A (ENSSMAL) Présidente
Mme. BOURABAINE F. Maitre assistante A (ENSSMAL) Examinatrice
Mme. CHAOU N. Maitre assistante A (ENSSMAL) Examinatrice
Mme. ALOUACHE S. Maitre de conférences A (ENSSMAL) Promotrice
Mme. BOUACHA CH. Doctorante (ENSSMAL) Co-Promotrice

Année Universitaire : 2018/2019




Remerciements

Au terme de ce travail, nous remercions Dieu le tout puissant pour nous avoir donnés la santé, le
courage et la volonté, pour réaliser ce travail.

Ce travail a été réalisé dans le cadre de la thématique de recherche de 1I’équipe Microbiologie et
biotechnologie marine- Laboratoire CVRM-ENSSMAL. Il rentre dans le cadre d’un projet de
recherche PRFU et la préparation de la these de doctorat de Mme BOUACHA Chahrazed.

Qu'’il nous soit tout d’abord permis d’exprimer notre profonde gratitude a nos encadreurs, Madame
ALOUACHE S. maitre de conférences a I’ENSSMAL qui a accepté de nous encadrer nous la
remercions infiniment pour son aide, ses orientations, ses conseils précieux, sa patience merci pour
tout. Et Madame BOUACHA C. qui a accepté de codiriger notre travail, nous la remercions pour

son aide ainsi que ses orientations et conseils.

Nous tenons a remercier les enseignantes qui ont accepté de faire part de notre jury, nous
remercions vivement Mme BOURABAINE F. et Mme CHAOU N. d’avoir accepté d’examiner ce

travail, Mme AMAR |. pour nous 'avoir honorés de présider ce jury.

Ce travail a été rendu possible grdce au soutien qui nous a été accordé par 1’Ecole Nationale
Supérieure des Sciences de la Mer et de I’Aménagement du Littoral (ENSSMAL). Au niveau des
laboratoires, Nous voudrions remercier tous le personnel de L’ENSSMAL. Notamment les
ingénieurs de laboratoire : Monsieur Djerai NourEdinne, madame Refes Nadia et Madame
GUEROUMI Houda pour leur aide et leurs caracteres humains.

Nous exprimons notre gratitude a [’ensemble des enseignants du département des ressources
vivantes qui ont contribué a notre formation.

Nous tenons aussi a remercie nos collegues de la promotion qui ont contribué de prés ou de loin
dans la realisation de ce travail.

Nos plus profonds remerciements vont a nos parents. Tout au long de notre cursus, ils nous ’ont
toujours soutenu, encouragé et aidé. Ils ont su nous donner toutes les chances pour réussir. Qu’ils
trouvent, dans la réalisation de ce travail, I’aboutissement de leurs efforts ainsi que [’expression de

nos plus affectueuses gratitudes.



Dédicaces

Tout au début, je tiens a remercier le bon Dieu de m’avoir
donné du courage et de patience afin de réaliser ce modeste travail que
je dédie a :

Mes trés chers parents pour leur soutien et leur sacrifice tout au long
de mon parcours et qui ont cru en moi, spécialement Maman qu ’elle trouve
ici le ttmoignage de ma profonde reconnaissance, que Dieu leur accorde
une
longue vie, encore une fois
Merci !!

Mes chers Sceurs RACHA et RIANE qui ont chaleureusement partagé avec
moi tous
les émotions lors de la realisation de ce travail
Ma grande mere et ma tante SAMIA
Mon tres cher binome LOTFI qui m’a motivé et soutenue tout le long de
ce
Travail ainsi que sa famille ;

Mes cheres enseignantes et promotrices Mme ALOUACHE .S & Mme
BOUACHA. CH

Mes amies et a tous ceux qui me sont chers.

Merci du fond du coeur!!

AMINE



Dédicace

Je dedie ce modeste travail
Aux plus chers étres de ma vie, mes parents Ferhat et
Razika c’est grdace a eux que je suis arrivée a ce stade. Ils
n’ont jamais cessé de m’encourager et de me motiver. Si je
dois consacrer toute ma vie pour eux je ne peux pas leur
rendre ce qu’ils ont fait pour moi, que Dieu les garde et
leur accorde une longue vie.
A Mes chers fréres : Amine, Sabri et Akram
A Mes chéres cousins : Fethi, Khaled, Zinou, Marouan,
Mounir, Youcef, Anis, Majid, Houssem
Hacene et son épouse Asma, Atmane, Moumoubh,
Imad et son epouse Yamina
A Mes cheres cousines : Mejda, Nesrine, Meriem,Hadjer,
Mounia
A Toute la famille ZAIDAT
A mon précieux binbme Benkhaled Amine
A tous mes camarades de la promotion 2014/2019 en
particulier mes camarades du département ressources
vivantes Pour ceux que j aime et qui me connaissent.

A tous mes amis : Imad, Idris, Chemssou, Ayoub, Hamza,
Oussama, Abdellah, Houssem, khaled, Reda, Djamel,
Lotfi,Zaki, Abdesslam, Ahmed, Anis, massylia, Sérine,

Yasmine, Salima,Sana, Fatiha

MOHAMED LOTFI



TABLE DES MATIERES
LISTE DES ABREVIATIONS
LISTE DES FIGURES

LISTE DES TABLEAUX

INTRODUGCTION ... 1
CHAPITRE | : GENERALITES. ...ttt ettt 3
I.1. LS PrODIOTIGUES ...ttt ettt ettt e st et 4
I T I T 1o PSPPSR PSR 4
1.1.2. Criteres A8 SEIECTION ....ecuviiiie ittt e e et e e e te e s e e eraeesaeesneeanneens 4
1.1.3. Espéces utilisées comme ProbiotiQUES : ......cc.eieeiiiiiiiiiie e 6
[.1.4. Modes d’action des ProDIOtIGUES : ......eeiveierieiiiiiieiiieesiiee ettt et e et e et e st e et e e e e nn e e b e e nnneeaas 7
1.1.4.1. Propriétes anti DACIEIIENNES .......coiiiiiiiiiieie ettt 8
1.1.4.2. La survie des isolats tout au long du tractus gastro-intestinal .............ccccceeveriiiiienie i, 9
1.1.4.3. AdhESION DACIEMIENNE . ..ocviiiiiciie ettt e e 10
1.1.4.4, StImulation IMMUNITAITE ........ccveiiieeie e e e sae e e e e sbae e ssaaeennaaeens 10
1.1.4.5. INNOCUITE UES SOUCKES ......cuviiiiiiiiieiie ittt ettt bbbttt ne e 11

1.2. Les probiotiques €N aqUACUITUNE ..........c.uveiiiie et e et se e e et e e aee e 12
0 R B = 1 0T ([ PP P TP URTPP 12
1.2.2. Propriétés et criteres de sélection des bactéries probiotiques en aquaculture............c..ccccveeeveennee. 13
1.3.La flore bactérienne des poissons, mollusques, CruStaces ..........ccccovvveevieeeiiieeesieeesiiieenn, 15
1.3.1. Flore bactérienne deS POISSONS :.......coiiieiiiriiiie e it e st e se e e e st e e et e e et e e s ae e e rae e sbeeesnaeeennes 16
1.3.2. Flore bactérienne des MOHUSUES ......c.eeeiviiiiiie ettt e e rae e s e e snaeeeens 17
1.3.3. FIOre Dacterienne deS CrUSTACES...........oiuiiiieiie ittt 17
CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES ..o 18
I Y - 1= 1 PR PR TR 19
O AV o1 (= A T B o o oo Lo 1= PSPPSR 19
1.2, IMIBENOAES ...ttt ettt et e bbb 24
0 R =T 11 o) g = Vo L= PSSR 24
11.2.2. Préparation des suspensions méres et isolement des bactéries .........ccccovvvveiiieeiiic e 25
11.2.3. Enrichissement et isolement des bactéries [aCtiQUES ..........cccveeiieieiiiee i 26
o o [=T 01 ) o7 1[0 PSPPI 27
11.2.4. 1. ASPECE MACIOSCOPITUE ....vveeivrrieitieeetie e ettt e e stte e e ste e e etreestb e e e steeessteeessbeeesaaaeessseesnbeeessaeeenseeeans 27

I o] [0 - L o o [N ] -V PSPPSR 27

I T <1 =1 7 | =T TR 27



I1.2.5. L’étude du potentiel probiotique des DACIEIIES ..........vveirrreeiiireriie e 28

11.2.5.1 TeStS de DIOACTIVILE. ......cuiiiiiii it 28
11.2.5.1. 1. Le test du pouvoir antagoniste par la méthode des spots (FLEMING et al. 1975) ........ 28

I1.2.5.1. 2. Dosage de I’acide [actique Produit..........c.ccovvverririiiieniiie e 29

11.2.5.1.3 Test de la résistance au PH GaStriQUE .........oouiierriiieiieie e 31

11.2.5.1.4 Test de la résistance aux Sels DIAIIES ..........ccccooiiiiiiiiiii 31

11.2.5.1.5 Test de la production de DIOTIIM..........coiiiiiiii e 31
11.2.5.2.T€StS 08 BIOSECUIITE .....c.viieieiiciie ettt ettt sttt 31
11.2.5.2.1. Test d’anti Dio-TESISTANCE .......cciveiiiriie ittt ettt ettt b e e evee e eareas 31
I1.2.5.2.2. TeSt A HEMOLYSE.....iuvviiieiiiiiie ittt ettt e e e st e e e e e nreee s 32
CHAPITRE 111 : RESULTATS ET DISCUSSION........cooooiiiii, 33
I11.1. Isolement et Identification des iSOIAtS ............ccooviiiiiiiiiiiic 34
H1.1.1 CaraCtereS CUIUIAUX .......ccviiiiieiie ettt et e e sta e e ae e e seeenaa e et e e neenneas 34
[11.1.2 CaraCtereS MICTOSCOPIGUES .....vevverterreeteaseesteaseeateetesseesteaseessesseesseaseesseesseaseesseaseesseaseesseaneesseeses 35
111.1.3 Caracteére biochimique : TeSt CAtalase.........cuuuiiiiiiiieeiie s 36
THL.2.TeStS de DI0 ACTIVITE. ... .eeieiiie et e e e et e e e nae e 38
IIL1.2.1. Mise en évidence de Pactivité antimicrobienne ......................ccccociiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 38
II1.2.2.Dosage de I’acide 1actique PrOAUIL ......cceiiviiieiiiiiie e e e e e e s e e e e nneees 43
I11.3.Test de la résistance au pH gastrique et Sels biliaires............cccccocvve i, 44
111.4.Test de production de DIOFIM .........oooiiiii e 47
LS. TESES 08 BIOSECUTTTE ...ttt ettt 50

D00 BT B 1o A 1o (o) ) 11 720 Lot PRSPPI 50
IT1.5.2. Production d’NEMOLYSE .......c.ueiiiuiiiiiiii ittt ettt sttt st e et e st e et e e naee e e 52
CONCLUSION . .ottt e e e e e r e e e e e e e s e s naanrees o4
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES. ... o7

ANNEXES



LISTE DES ABREVIATIONS
ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ARN: Acide ribonucléique

AUG 30: Amoxicillin + clavunalic acide.
BHI: Brain Heart Infusion

BN: Bouillon

C30: Chloramphenicol

CN10: Gentamicine

CTX30: Céfotaxime

DO: Densité optique

DVLO: I’acronyme Derjaguin — Landau —

Verwey — Overbeek

FAO: Food and Agriculture Organization
IL: Interleukine

IU: Unité international

kDa: KiloDalton

LTh: lymphocytes T helper

McF: McFarland

MH: Mueller-Hinton

MRS: de De Man, Rogosa et Sharpe
OMS: Organisation mondiale de la santé
OX 1: Oxacillin

OXGAL.: sels biliaires oxgal

P: poids

P10: Penicillin

PBS: Tampon phosphate salin

pH: Potentiel hydrogene

SAIF: Saccharomyces Anti Inflammatory

Factor

SM: solution mére

TE30: Tetracycline

Th: T helper

UFC: Unité Formant Colonie
V: Volume

VA30: Vancomycin

WHO: World Health Organization



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Les étapes et les critéres nécessaires pour la sélection d’un probiotique comme agent de

controle en aquaculture (BALCAZAR et @l. 2006). ........cccueiiueiiiieiiiiiie e 14
Figure 2 : Lieu de vie des produits de la péche (Ifremer, 2011) ......cccooeviiiiiiiiiiiiiieiie e 16
Figure 3 : MetapenagUS MONOCEIOS. ......c..uiiteeiirieteeaieeateestee et e asbe et e e sbeessb et e e nbe et esnneenbeeannee e 19
Figure 4 1 Serranus CabITHa ..o 20
FIgUre 5 1 Pagellus GCAIME .........oiiiiiii et 20
FIQUIre 6 : ArISTEUS ANTENMNALUS.........eiiiiietie ittt et et ne e 21
Figure 7 : Mytilus galloproviNCIALIS ..........coouiiiiiiiii i 21
Figure 8 : DIPIOAUS VUIGANIS ......cooiieiiieiie ettt 22
FIQUIE 9 & ArtemiIa SAIING ......eoiiiiiiie ettt be e 22

Figure 10 :
Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :
Figure 17 :
Figure 18 :
Figure 19 :
Figure 20 :
Figure 21 :
Figure 22 :
Figure 23 :
Figure 24 :

MUHUS DAFDALUS ...ttt e e e et e et eesnraeeeneee s 23
SArdINEIA AUITTA. ... eeieiie e e e e e e e e e e e e ree e 23
Diagramme détaillé des étapes de prélevement a partir du poisson. ..........ccccceevevveeennen. 26
Méthode de spots (FLEMING et al. 1975) .......c.ccoiiiieiiiieiiiie e 29
Méthode de dosage de 1’acide 1aCtiqUe ....evveeeeeiiiiiiiiiiiiiie e 30
Aspects des bacteéries isolées sur le milieuU MRS...........ccooe v 35
Aspect microscopique d’une des souches testées a la forme Cocci (Gx100). ............... 35
Photo représentative au résultat négative du test de catalase. ............cccceevvvveiiieeninnnn, 36
Dosage de I'acide lactique des souches isolées sur milieu MRS et M17....................... 43
Résultats de I’effet du pH sur les souches tesStees. ... 45
Résultats de I’effet des sels biliaires (SB) sur les souches testées. .........oovvvvvviriiiinnnnns 45
photo représentatif de la méthode suivis lors du test du pouvoir d’adhésion. ............... 47
Résultats du test de production de biofilm des souches isolées sur milieu MRS. .......... 48
Résultats du test de production de biofilm des souches isolées sur milieu M17............ 48

illustration de résultats du Test d’antibiorésistance sur les souches testées. ................. 51


file:///C:/Users/lotfi%20zaidat/Desktop/Le%20Mémoire%20De%20fin%20d'étude%202019.%20FINAL.docx%23_Toc22434217
file:///C:/Users/lotfi%20zaidat/Desktop/Le%20Mémoire%20De%20fin%20d'étude%202019.%20FINAL.docx%23_Toc22434219

LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Principaux criteres de sélection des probiotiques. (FAO/WHO, 2002). .......c...cccccvevenne. 5
Tableau 2 : Les micro-organismes ayant un intérét probiotique (KERRY, 2018). .........ccccovervinennn. 7
Tableau 3 : Présentation et répartition des especes aquatiques utilisées pour cette étude. ............. 24
Tableau 4 : Répartition des souches isolées pour Chaque eSPECE. ........coocvereiieiiiriieniee e 34
Tableau 5 : Représentation de 1’identification des souches isolées du milieu MRS................c...... 37
Tableau 6 : Représentation de 1’identification des souches isolées du milieu M17. ..........cccccveeeee. 38

Tableau 7 : les diamétres des zones d’inhibition en mm des souches testées a pouvoir antagoniste
positif vis-a-vis les souches pathogenes sur milieu MRS...........cccoiiiiiiii i 39
Tableau 8 : les diamétres des zones d’inhibition en mm des souches testées a pouvoir antagoniste
positif vis-a-vis les souches pathogenes sur milieu ML7..........cocooiiiiiiiiiiiiiee e 40
Tableau 9 : Résultats de test d’antibiorésistance aux antibiotiques des souches isolées sur milieu
Y =] B 1Y SRR PP OUPRR 50

Tableau 10 : Résultats de test hémolyse des souches isolées sur milieu MRS.............cccccoevvevinnnnn 53



INTRODUCTION



INTRODUCTION

Introduction
Les probiotiques ont été définis comme des suppléments alimentaires microbiens vivants qui
améliorent la santé de I'nomme et du bétail terrestre. La recherche de probiotiques pour les animaux

aquatiques augmente avec la demande pour une aquaculture respectueuse de lI'environnement.

Le microbiote gastro-intestinal des poissons et des mollusques et crustacés est particulierement
dépendant de I'environnement extérieur, en raison de microbes provenant de I'eau et de la nourriture.
Certains produits commerciaux sont appelés probiotiques, bien qu'ils aient été congus pour traiter le
milieu d'élevage et non pour compléter l'alimentation. Cette notion de probiotique est pertinente
lorsque les microbes sont administrés, et puis survivent dans le tractus gastro-intestinal. Sinon, des
termes plus généraux sont suggérés, comme biocontréle lorsque le traitement est antagoniste aux

pathogénes, ou biorestauration lorsque la qualité de l'eau est améliorée.

La plupart des tentatives pour proposer des probiotiques ont été entreprises en isolant et en
sélectionnant des souches du milieu aquatique. Ces microbes étaient des Vibrionaceae, des
Pseudomonas, des bactéries lactiques, Bacillus sp, levures.... Trois caractéristiques principales ont

été recherchées dans les microbes en tant que candidats pour améliorer la santé de leur héte :

v L'antagonisme aux agents pathogenes, mis en évidence in vitro dans la plupart des études.
v’ Le potentiel de colonisation de certains candidats a également été étudié.

v’ pouvoir de certaines souches a augmenter la résistance de leur hote a la maladie.

Beaucoup d'autres ont pu confirmer a ce que les probiotiques aient des effets bénéfiques, par
exemple la stimulation du systeme immunitaire, et la concurrence avec les agents pathogénes pour
les nutriments ou pour les sites d'adhésion, mais des efforts considérables de recherche seront

nécessaires pour mettre au point les applications en aquaculture. ELSEVIER SCIENCE 1999.

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés a l'isolement et a la caractérisation de bactéries
provenant des tubes digestifs de différentes espéces aquatiques ayant un fort potentiel probiotique.

Pour ce faire nous avons adopté le plan suivant :

-isolement de bactéries
-tests de bioactivité
-tests de biosécurité

-tests technologique
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I.1. Les Probiotiques

1.1.1. Définition

Cette notion de probiotique a été développée principalement grace aux travaux de Metchnikoff. La
définition des probiotiques a été élargie a des « microorganismes et substances qui contribuent a
I’équilibre de la flore ». Cette définition inclut potentiellement des produits métaboliques microbiens
y compris les antibiotiques. (PARKER ,1974)

Selon FULLER (1989) une proposition d’une définition trés proche du sens actuel : «supplément
alimentaire microbien vivant qui affecte de facon bénéfique I’hdte en améliorant 1’équilibre de sa

flore intestinale ».

GATESOUPE (1999) a défini les probiotiques comme étant des microorganismes vivants (bactéries
ou levures) qui, ingérés en quantité convenable, peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé de
1I’héte et sa croissance. Ces microorganismes, présents ou non dans la microflore intestinale naturelle
de I’héte, peuvent agir a différents niveaux : équilibre hote/pathogene, immunité, ou encore
nutrition.

Par opposition aux precédentes définitions, la définition suivante introduit la notion de souche
définie bien caractérisée d’un point de vue taxonomique ainsi que la notion de quantité apporte a
I’homme. La FAO (Food and Agricultural Organization) et I’OMS (Organisation mondiale de la
santé ; appelée WHO en anglo-saxon : World Health Organization) ont établi des lignes directrices
pour I'utilisation du terme « probiotique »dans les aliments (FAO/WHO, 2002) et formulent la
définition suivante : «microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantités

adéquates, exercent une action bénéfique sur la santé de 1’h6te qui les ingére ».

1.1.2. Critéres de sélection

Les micro-organismes doivent posséder diverses propriétés de survie pour répondre a la définition
des probiotiques (GAGNON, 2007). Ils doivent présenter une activité bénéfique et persister durant
leur passage dans le tractus digestif. Ces propriétés sont propres a chague souche et ne peuvent pas
étre extrapolables d'une souche a l'autre méme au sein d'une méme espece (DUNNE et al. 2001).
Plusieurs criteres majeurs de sélection ont été établis par différents auteurs dans le but de
sélectionner les souches potentiellement probiotiques. Ces critéres ont été résumés dans le tableau

(1) sont réparties en trois catégories a savoir les critéres de sécurité, fonctionnels et technologiques.
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Tableau 1 : Principaux critéres de sélection des probiotiques. (FAO/WHO, 2002).

Critéres de sécurité e Identification taxonomique précise.
e Souche caractérisée par des techniques
phénotypiques et génotypiques.
e Historigue de non pathogénicité et non-
invasion de I'épithélium intestinal.
e Pas de transmission possible de genes de

résistance aux antibiotiques.

Criteres fonctionnels e Tolérance de l'acidité a la bile et aux enzymes

digestives.

e Adhésion aux cellules intestinales et
persistance dans le tractus intestinal.

e Production de substances antimicrobiennes
(bactériocines, acides organiques, peroxyde
d'’hydrogene ou autres composes inhibiteurs) et
antagonisme envers les pathogenes.

e Immuno-modulation.

e Aptitude a produire des effets bénéfiques sur la

santé de I'h6te.

Critéres technologiques e Stabilité au cours des procedés de fabrication et
dans le produit fini.
e Conservation des propriétés probiotiques apres
production.
¢ Non modification des qualités organoleptiques

du produit fini.




CHAPITRE | : GENERALITES
L’identification taxonomique de la souche : est une étape importante dans I'établissement de

nouvelles souches potentiellement probiotiques. Chaque souche doit étre identifiée par des
techniques moléculaires fiables et confrontée a une nomenclature actualisée (FAO/WHO 2002).
Actuellement, le séquencage de la région 16S est la méthode moléculaire de référence pour
identifier I'espece d'une souche, mais cette méthode est longue et requiert une large collection de
souches de référence (FAO/WHO 2002). Le séquencage de I'ARN 16S est une méthode tres fiable
couramment utilisée pour l'identification des souches probiotiques Dans ce dernier cas, il est
recommandé que la technique soit combinée avec des tests biochimiques et phénotypiques pour
s'assurer de la conformité de la souche. L'origine de la souche est également une condition
importante car l'interaction spécifique avec I'hdte est maximisée lorsqu'elle provient du méme
habitat (ALVAREZ-OLMOS et OBERHELMAN, 2001).

D'un point de vue technologique, les souches probiotiques doivent posséder plusieurs critéres tels
que la facilite a étre cultivée tout en conservant leurs propriétés biologiques et leur stabilité au cours
des procédés de production et d'entreposage (CHAMPAGNE, GARDNER et al. 2005)

1.1.3. Espéces utilisées comme probiotiques :

Comme on le sait, les diverses caractéristiques des probiotiques ont été reconnus comme des
promoteurs clés de la santé. Les recherches dans ces dernieres années ont été principalement
consacrées a la recherche sur la culture, conditions et viabilité des souches probiotiques pendant le
traitement et stockage, sensibilité aux faibles pH, liquide gastrique, sels biliaires, fluides
pancréatiques et intestinaux ou respiratoires, adhésion a des cellules isolées ou cultures de cellules et
interactions avec d'autres microorganismes (pathogénes). Une liste sélective des différentes especes

bactériennes activement utilisées comme probiotique sont listées dans le tableau (2) ci-dessous :
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Tableau 2 : Les micro-organismes ayant un intérét probiotique (KERRY, 2018).

Genre Espece
1 | Lactobacillus L. plantarum, L. paracasei, L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L. crispatus,
L.gasseri, L. reuteri, L. bulgaricus
2 | Propioni P. jensenii, P. freudenreichii
bacterium
3 | Pepto P. productus
streptococcus
4 | Bacillus B. coagulans, B. subtilis, B. laterosporus
5 | Lactococcus L. lactis, L. reuteri, L. rhamnosus, L. casei, L. acidophilus, L. curvatus,
L. plantarum
6 | Enterococcus E. faecium
7 | Pediococcus P. acidilactici, P. pentosaceus
8 | Streptococcus S. sanguis, S. oralis, S. mitis, S. thermophilus, S. salivarius

9 | Bifidobacterium | B. longum, B. catenulatum, B. breve, B. animalis, B. bifidum

10 | Bacteroides B. uniformis

11 | Akkermansia A. muciniphila

12 | Saccharomyces S. boulardii

1.1.4. Modes d’action des probiotiques :

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer le mode d’action des probiotiques. Ils
sécretent diverses substances antimicrobiennes telles que des acides organiques, du peroxyde
d’hydrogéne et des bactériocines. De plus, ils entrent en compétition avec les agents pathogénes
pour les sites d’adhésion situés sur les muqueuses. Les probiotiques peuvent également modifier

I’environnement ou ils se retrouvent en modulant le pH et/ou le potentiel d’oxydo-réduction, ce qui
7
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peut compromettre 1’établissement de pathogénes. Enfin, les probiotiques peuvent procurer des
effets bénéfiques en stimulant I’immunité non spécifique et en modulant la réponse immunitaire
humorale et cellulaire. Il n'est pas rare de trouver des préparations ou les souches probiotiques sont
associées dans le but d’amplifier ces effets bénéfiques (BONIFAIT et al. 2009 ; SANDERS, 2008).

1.1.4.1. Propriétés anti bactériennes

Les bactéries visant a obtenir le statut de probiotiques doivent posséder de nombreuses propriétés
dirigées contre la croissance des organismes pathogenes. Différentes molécules antibactériennes
sont produites par les probiotiques. Les composés antimicrobiens décrits sont des acides organiques,
du peroxyde d'hydrogene et des peptides portant le nom de bactériocines.

Les acides organiques produits notamment lors de la fermentation (essentiellement I'acide lactique et
I'acide acétique) semblent jouer un rdle antimicrobien important bien que, pour certains, ils agiraient
principalement en perméabilisant la paroi bactérienne permettant le passage d'autres molécules
antibactériennes (SERVIN, 2004; MARKAS et DE VUYST, 2006 ; TEJERO-SARINENA et al.
2012).

Les bactériocines sont des protéines ou des complexes de protéines avec une activité bactéricide
généralement dirigée contre des espéces proches de la souche productrice. Les variations décrites au
niveau des propriétés biochimiques, des poids moléculaires, des spectres et modes d'action a donné
lieu a une classification proposee par (KLAENHAMMER, 1993)

e La classe | ou I’antibiotique : ce sont des peptides de petites tailles (inférieure a 5kDa),
thermostables et qui contiennent des acides aminés soufrés inhabituels ou des groupes
déshydratés (lanthionine, déhydroalanine, ...). lls sont de deux types : la classe la qui comprend
des peptides cationiques hydrophobes et la classe Ib qui comprend des peptides chargés
négativement ou sans charge nette (MCAULIFFE et al. 2001; TWOMEY et al. 2002).
Certains antibiotiqgues sont constitués de deux peptides agissant ensemble comme la
thermophiline 13 de Streptococcus thermophilus (MARCISET et al. 1997).

e La classe Il : elle comprend des peptides de taille inférieure a 10kDa, thermostables, ne
contenant pas d'acides aminés modifiés. La classe Il est divisée en trois sous-classes : la sous-
classe lla, la sous-classe Ilb et la sous-classe llc. Les bactériocines de la sous-classe Ila ont
toutes une partie N-terminale hydrophobe contenant la séquence consensus YGNGV et
posseédent toutes une activité contre Listeria monocytogenes. Les bactériocines de la sous-classe

IIb ont besoin de deux peptides pour avoir une activité ; le deuxiéme peptide agit soit en

8
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augmentant I'action du premier soit en lui étant complémentaire (synergie). La sous-classe llc
contient toutes les bactériocines ne pouvant étre classées dans les autres sous-classes.

e Laclasse Ill : qui comprend des protéines de taille supérieure a 30kDa et thermolabiles. Les
bactériocines de cette classe agissent en hydrolysant les liens peptidiques des peptidoglycanes
des cellules sensibles.

e Laclasse IV se compose de peptides requérant une partie carbohydratée ou lipidique pour avoir
une activité. Aucune bactériocine de cette classe n'a encore été décrite (DORTU et
THONART, 2009).

Les bactériocines sont d'un grand intérét notamment pour l'industrie agro-industrielle. En effet, la

gestion de la contamination des aliments est un défi et dans les stratégies de bioconservation, les

probiotiques ont toute leur place. Actuellement, seule la nisine (un lantibiotique largement étudié et
produit par Lactococcus lactis) est acceptée en tant que conservateur comme additif alimentaire sous

la référence E234 (DORTU et THONART, 2009 ; GUINANE et al, 2005).

1.1.4.2. La survie des isolats tout au long du tractus gastro-intestinal

e Résistance a I’acidité gastrique :
La survie des bactéries dans le suc gastrique dépend de leur capacité a tolérer les bas pH.
Le temps de passage peut étre d’'une heure a quatre heures selon I’individu et son régime .par
conséquent, quelques auteurs proposent que les souches probiotiques doivent résister a un pH de 2.5
dans un milieu de culture pendant quatre heures (AMMOR et MAYO, 2007).

e Résistance aux sels biliaires :
Dans ’intestin gréle, la tolérance aux sels biliaires est un facteur important qui contribue a la survie
des probiotiques. Les bactéries qui survivent aux conditions acides de 1’estomac doivent alors faire
face a I’action détergente des sels biliaires libérés dans le duodénum apres I’ingestion des repas gras.
Les bactéries peuvent réduire I’effet émulsifiant des sels biliaires en les hydrolysant avec des
hydrolases, de ce fait diminuant leurs solubilité (AMMOR et MAYO, 2007 ; GU et al. 2008).

e Résistance aux enzymes gastriques :
Les enzymes exogenes produites par les probiotiques ne représenteraient, tout au plus, qu'une faible
contribution a l'activité enzymatique totale de l'intestin (DING et al. 2004 ; ZIAEI-NEJAD et al.
2006), et la présence des probiotiques pourrait stimuler la production des enzymes endogénes par la

crevette.
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1.1.4.3. Adhésion bactérienne

Un phénoméne important pour I'étape d'adhésion des bactéries & un support est le conditionnement
des surfaces a coloniser. Si on considére la surface d'un matériau solide vierge de tout composé,
plongée dans un milieu aqueux, elle va se couvrir, en quelques minutes, des molécules présentes en
suspension dans ce milieu. L'adsorption de ces molécules va grandement modifier les propriétés de
surface initiales du matériau (CARPENTIER et CERF, 1993). Il semblerait également que la
concentration des molécules a cette interface solide-liquide soit plus élevée que dans le milieu
aqueux environnant ce qui multiplierait localement les molécules. Ceci a deux conséquences
principales : la concentration de molécules facilitant I'adhésion des bactéries a la surface est
augmentée, tout comme le nombre de nutriments, permettant I'amélioration de la croissance des
organismes exigeants. (SAMOT, 2012)

La deuxiéme étape aprés le conditionnement de la surface va étre le mouvement bactérien vers cette
surface. Les bactéries vont alors entrer en contact avec celle-ci par deux moyens :

o Des mouvements passifs (diffusion passive avec implication des mouvements browniens,
sédimentation ou encore convection)

o Ou des mouvements actifs (motilité bactérienne impliquant éventuellement de la
chimiotaxie).

Il faut noter que les mouvements passifs de cette phase d'approche sont dépendants de la rhéologie
du liquide dans lequel les bactéries sont en suspension. Mais d'autres caractéristiques du milieu
aqueux environnant comme le pH, la force ionique ou la température peuvent influer sur la quantité

de bactéries s'attachant a la surface.

1.1.4.4. Stimulation immunitaire

L'environnement est déterminant pour que certains microorganismes exercent leur activité
immunogene spécifique ou leurs interactions cellulaires chez un héte donné (LEBEER et al. 2010).
Les mécanismes impliqués dans la modulation et la stimulation immunitaire par les probiotiques
semblent variés.

Les bactéries probiotiques peuvent moduler les populations cellulaires de I'immunité. Par exemple,
certains probiotiques seraient en mesure de faire pencher la balance lymphocytes T helper (LTh) en
faveur des lymphocytes Thl (au détriment des Th2), ce qui aurait un effet positif sur la diminution
des réponses allergiques médiées par les Th2 (EZENDAM et VAN LOVEREN, 2006).

10
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Les probiotiques agissent également en modulant la production de cytokines.
PATHMAKANTHAN et al (2004) Ont montré, par exemple, une action sur l'augmentation de la

sécrétion de cytokines anti inflammatoires comme IL-10 par des macrophages et les lymphocytes T
isolées de la muqueuse d'un colon inflammatoire (PATHMAKANTHAN et al. 2004).

Les probiotiques pourraient renforcer la barriere épithéliale via I'amélioration des interactions
intercellulaires, ceci a été notamment montré au niveau intestinal (EWASCHUK et al, 2008;
MADSEN et al. 2001; NG et al. 2009).

Bien que la définition actuelle retenue pour les probiotiques concerne des organismes vivants, les
effets immuno-modulateurs bénéfiques sont aussi observés avec des cellules bactériennes mortes
(ADAMS, 2010 ; OU et al. 2011). Ceci amene a se poser la question des structures bactériennes
impliquées dans ces mécanismes d'immuno-modulation. De nombreuses études s'y sont intéressées
mais aucune réponse definitive n'a été apportée. L'”ADN comme de nombreux composants de surface
(peptidoglycane, acide lipotéichoique, exopolysaccharides) ont été évoques (AMROUCHE et al.
2006 ; GHADIMI et al. 2008 ; JIJON et al. 2004). Les exopolysaccharides de surface des
lactobacilles ont montré des capacités a moduler la production de cytokines par les macrophages
murins (CISZEK-LENDA et al. 2011 ; KANG et al. 2011 ; LIU et al. 2011).

L'effet immunomodulateur pourrait étre également induit par la secrétion de molécules par des
probiotiques. Saccharomyces boulardii produit une petite molécule anti-inflammatoire (de moins d'1
kDa), thermostable et hydrosoluble. Cette molécule isolée du surnageant de culture fongique est
nommeée Saccharomyces Anti Inflammatory Factor (SAIF) (SOUGIOULTZIS et al. 2006).

1.1.4.5. Innocuité des souches

Les probiotiques sont des organismes vivants. De ce fait, ils peuvent étre responsables
théoriqguement de plusieurs types d'effets secondaires comme un risque d'infection systémique, un
risque d'activités métaboliques délétéres, des risques de transfert génétique (SALMINEN et al.
1998). Les souches utilisées doivent étre non pathogénes et peu infectieuses et lI'isolement croissant
de bactéries lactiques dans des infections cliniques pose la question de leur réelle innocuité
(ISHIBASHI et YAMAZAKI, 2001 ; KOCHAN et al. 2011).

L'indication d'utilisation des probiotiques doit donc étre bien posée et il serait judicieux de limiter

leur consommation chez les individus a risque.

11
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1.2. Les probiotiques en aquaculture

1.2.1. Définition

La nature des espéces aquatiques et leur interaction intime avec I'environnement contraignent a une
définition plus compliquée et plus précise des probiotiques, chez les hdtes aquatiques, il n'y a pas de
ligne de démarcation entre la communauté microbienne a I’intérieur et a lI'extérieur de I'hte, cela est
dd a l'interaction constante avec I'écosystéme et les fonctions d'accueil. (IBRAHEM, 2015)
CAHILL (1990) a démontré que les bactéries présentes dans le milieu aquatique influent sur la
composition du microbiote intestinal et inversement. Dans les environnements aquatiques, les
probiotiques doivent étre définis pour faire face a la nature de ce secteur.

L'interaction intensive entre le milieu de culture et I'hdte en culture implique que de nombreux
probiotiques sont obtenus a partir de la culture du milieu et, d'une certaine maniére, a partir de
nourriture, comme le suggere la définition de FULLER (1989).

VERSCHUERE et al. (2000) a défini Un probiotique comme un complément microbien vivant qui
incorpore un impact utile sur I'néte en modifiant la communauté microbienne associée a I'hdte ou
proche, en ameliorant l'utilisation de l'aliment ou en améliorant sa valeur nutritionnelle, en
renforcant la réaction de I'n6te face a la maladie, ou par la hauteur de son environnement proche.

Un probiotique a été décrit comme une cellule vivante, morte ou faisant partie d’une cellule
microbienne, qui, une fois administrée par le biais de 1’alimentation animale ou de 1’eau d’¢élevage,
favorise la résistance aux maladies, les normes de santé, les performances de croissance,
I’optimisation de ’alimentation, le stress et la tolérance. (IBRAHEM, 2015)

La viabilité des microorganismes probiotiques peut étre un facteur clé pour induire des effets
potentiels supplémentaires des probiotiques utilisés pour la production de poisson (IBRAHEM,
2015).

Il est important d'indiquer que les micro-organismes qui fournissent des nutriments essentiels aux
especes d’ornement sans exercer de performance vive chez I'hdte ou dans son environnement ne
doivent pas étre considérés comme des probiotiques (LEE et al. 1999).

Une fois que I'nbte ou son environnement entoure une communauté de micro-organismes bien
stable, l'application du micro-organisme probiotique choisi doit typiquement étre appliquée sur une
base quotidienne afin d'obtenir les effets positifs souhaités. Les probiotiques contribuent
considérablement a la santé et aux performances zootechniques d'un point de vue nutritionnel, et il
n'est généralement pas possible de séparer l'alimentation des organismes aquatiques de la gestion

environnementale (IBRAHEM, 2015).
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1.2.2. Propriétés et criteres de sélection des bactéries probiotiques en aquaculture
Pour utiliser un microorganisme comme probiotique en aquaculture, il est nécessaire de le
caracteriser et de le sélectionner par un processus adapté (Figure 1) (BALCAZAR et al. 2006).
D’aprés BALCAZAR et al. (2006), il est essentiel de connaitre 1’origine des candidats probiotiques,
en partant du principe que les souches qui proviennent d’un animal sain ne sont généralement ni
pathogénes, ni toxiques. De plus, ces bactéries doivent étre capables de survivre dans les conditions
du tractus gastro-intestinal et de résister au passage dans I’estomac, aux enzymes pancréatiques, aux
sels biliaires et a I’acidité. Une fois la souche bactérienne isolée, elle doit subir deux type de tests
d’antagonisme contre les pathogenes.
Le premier type concerne les tests in vitro. Un premier test est appliqué contre des bactéries
pathogénes sur des milieux de culture gélosé ou liquide. D’autres tests de caractérisation de
probiotiques in vitro peuvent évaluer :
v' La capacité de produire des composés a effet antimicrobien. On peut citer : les acides
organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de carbone, le di-acétyle, et les bactériocines.
v' La capacité a entrer en compétition avec les bactéries pathogénes vis-a-vis des éléments
nutritifs et des sites d’adhésion, et par conséquent a survivre et a se multiplier pendant le
transit dans le tractus.
Le second type de test concerne I’antagonisme in vivo contre les pathogénes. Ce type de test peut
étre applique tout d’abord a des organismes utilisés comme proies vivantes (Artémia ou rotiferes) en
tant que modeéles expérimentaux, car ils sont faciles et rapides a cultiver. Puis le test d’antagonisme
in vivo doit étre appliqué aux larves de poissons.
Les probiotiques sont évalués in vivo pour leur capacité a coloniser le tractus intestinal. Le
processus de la colonisation est caractérisé par 1’adhésion des bactéries a la surface muqueuse. Au
niveau de la muqueuse intestinale, I’adhésion des probiotiques est dépendante entre autres, du flux
de matiére dans la lumiére intestinale, de la compétition pour les éléments nutritifs, de la
disponibilité des sites d’adhésion et des propriétés physico-chimiques de surface de la paroi des
probiotiques (WADSTROM et al. 1987; FRETER, 1992 ; SCHILLINGER et al. 2005).
L’adhérence et la colonisation des probiotiques font partie des mécanismes de protection contre les
microbes pathogénes (VINE et al. 2004).
De plus, les probiotiques doivent étre caractérisés pour leurs effets immuno-modulateurs sur 1’hote.

Par exemple, ils peuvent modifier la réponse immunitaire de I’hdte en interagissant avec les cellules

13



CHAPITRE I : GENERALITES
épithéliales et en modulant la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires, ce qui peut entrainer une
réduction de I’inflammation (KIM et AUSTIN, 2006).

Isolement de la souche
bactérienne

N

Evaluationin vitro du potentiel }_ Evaluation zn2 vzivo de 1’eftet du

candidat probiotique potentiel candidat probiotique
sur 1’hote

Production des composes a Capacite d’adhesion

effet antinucrobien

Compétition pour Histopathologie
1"alimentation
Ameélioration
. Facteurs de resistance de la réponse immunitaire

Facteurs d’adhésion

had

Essails expernmentaux contre une
bactérie pathogene

l

Probiotique
& 1
Evaluation Procedures
[ cononigque ] d’enregistrement
| Probiotique conumercial I

Figure 1 : Les étapes et les critéres nécessaires pour la sélection d’un probiotique comme agent de
contr6le en aquaculture (BALCAZAR et al. 2006).
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I.3.La flore bactérienne des poissons, mollusques, crustacés

La flore bactérienne non pathogéne présente dans les produits aquatiques est peu décrite dans la
littérature scientifique. Les quelques travaux ont montré que I’environnement (température, salinité,
...) influence la composition de cette flore bactérienne. Il a été établi que les saisons influaient la
composition des flores bactériennes des poissons. En hiver, la flore digestive des saumons est
dominée par les bactéries a Gram positif et, en été, elle est dominée par les Vibrionaceae
(TARNECKI et al. 2017).

Par ailleurs, la position de 1’animal dans la colonne d’eau peut également avoir un impact sur sa
flore bactérienne. Les espéces benthiques comme les poissons plats et les mollusques bivalves sont
en contact avec la flore bactérienne sédimentaire, alors que les especes pélagiques comme le thon ne

le sont pas (Figure 2).
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Figure 2 : Lieu de vie des produits de la péche (Ifremer, 2011)

1.3.1. Flore bactérienne des poissons :

La plupart des études se concentrent sur le tube digestif des poissons d’¢levage et de son rdle en
aquaculture sur la croissance des poissons (LEROI, 2010). Pourtant, la chair des poissons est
considérée stérile et la contamination bactérienne se fait par contamination croisée avec la peau, les
branchies et/ ou le tube digestif lors de leur manipulation. Quelques études également ont décrit la
flore bactérienne isolée de la peau et des branchies des poissons issus de la péche :

Des bactéries des genres Pseudomonas, Psychrobacter, Proteus, Vibrio, Pseudoalteromonas,
Shewanella, Vagococcus, Staphylococcus, Oceanisphaera, Synechococcus, BizonietBacillusont été
isolées de la peau, des branchies et des intestins de maquereaux d’Atlantique Nord (SVANEVIK et
LUNESTAD, 2011).

L’ensemble de ces flores décrites sont dominées par les bactéries a Gram négatif : Pseudomonas,
Vibrio, Aeromonas, Alcaligenes, Flavobacterium, Cytophaga, et les genres appartenant a la famille

des Enterobacteriaceae. Toutefois dans d’autres travaux des bactéries a Gram positif appartenant
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aux genres Micrococcus, Bacillus et Corynebacterium ont été également isolées (CAHILL, 1990;
AUSTIN, 2006 ; LEROI ,2010).

1.3.2. Flore bactérienne des mollusques

Une étude microbiologique sur des moules Mytilus galloprovincialis collecté a la Sardaigne, Italie,
la composition des groupes bactériens dominants isolés a partir de ces moules sur milieu gélose BHI
étaient : Vibrio, Aeeromonas, Actinobacillus, Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Alcaligenes,
Moraxella, Bacillus. (FULVIO et al. 1999)

Une autre étude plus récente de la flore bactérienne des mollusques bivalves, les genres bactériens
fréquemment isolés étaient Pseudomonas, Vibrio, Acinetobacter, Corynebacterium, Alcaligenes,
Micrococcus, Bacillus La présence d’Enterobacteriaceae était également fréquente dans la flore
bactérienne des mollusques bivalves. Des souches d’E. Coli et de Proteus spp étaient notamment
identifiées dans des huitres (AMADI, 2015).

1.3.3. Flore bactérienne des crustacés

Les etudes décrivant la flore bactérienne des crustacés sont peu nombreuses et ne concernent que les
crevettes. Cependant, les bactéries des genres Bacillus et Staphylococcus étaient systématiquement
isolées, comme les bactéries appartenant aux bactéries lactiques (Enterococcus, Lactococcus,
Lactobacillus) et aux Enterobactericeae (Proteus, Serratia, Escherichia, Enterobacter) (HEINSZ et
al. 1988 ; LINTON et al. 2003 ; BROEKAERT et al. 2013 ; DABADE et al. 2016). Les genres
Acinetobacter, Moraxella, Pseudomonas, Micrococcus, Corynebacterium, Flavobacterium,
Exiguobacterium étaient également fréquemment isolés dans les crevettes (HEINSZ et al. 1988 ;
LINTON et al. 2003 ; BROEKAERT et al. 2013 ; DABADE et al. 2016). Les bacteéries des genres
Aeromonas, Vibrio, Alcaligenesont été isolées plus spécifiquement de crevettes péchées en mer
d’Irlande (LINTON et al. 2003), Chryseobacterium, Loktanella, Planococcus, Pseudoalteromonas,
Psychrobacterde crevettes péchées en Mer du nord (BROEKAERT et al. 2013) et Kurthia,
Macrococcus, de crevettes d’¢levage Béninois (DABADE et al. 2016).
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Objectifs du travail

Le travail réalisé a pour but de caractériser quelques propriétés probiotiques de souches isolées
des especes aquatiques a savoir I’activité antibactérienne et la résistance aux conditions du tube
digestif : 1’acidité gastrique, les sels biliaires, pouvoir d’adhésion cellulaire.... et d’arriver a
mettre en place une collection de souches bactériennes a potentiel probiotique performantes en
vue de les utiliser a des fins technologiques dans différents domaines.

11.1. Matériel

11.1.1. Materiel biologique
Notre étude a été menée sur des espéces aquatiques collectées durant le mois de Février 2019. Il
s’agit de :

Embranchement : Arthropoda
Sous-embranchement : Crustacea
Super classe :Multicrustacea

Classe : Malacostraca

Sous-classe : Eumalacostraca

Super ordre : Eucarida

Ordre : Decapoda

Sous-ordre : Dendrobranchiata
Famille : Penaeidae

Genre : Aristeus (DUVETNOY, 1840)
Espéce : Metapenaeus monoceros,
(FABRICIUS, 1798).

Figure 3 : Metapenaeus monoceros
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Embranchement : Chordata
Sous-embranchement : Vertebrata
Super classe : Osteichthyes

Classe : Actinopterygii
Sous-classe : NeopterygiiTeleostei
Super ordre : Acanthopterygii
Ordre : Perciformes

Sous-ordre : Percoidei

Famille : Serranidae

Genre : Serranus

Espece :Serranus cabrilla (LINNAEUS, 1758).

Embranchement : Chordata
Sous-embranchement: Vertebrata
Classe : Actinopterygii

Ordre : Perciformes

Famille : Sparidae

Genre : Pagellus

Espéce : Pagellus acarne (RISSO, 1827).

CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

Figure 4 : Serranus cabrilla

Figure 5 : Pagellus acarne
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Embranchement : Arthropoda
Sous-embranchement : Crustacea
Super classe : Multicrustacea
Classe : Malacostraca

Sous-classe : Eumalacostraca
Super ordre :Eucarida

Ordre : Decapoda

Sous-ordre : Dendrobranchiata

. L Figure 6 : Aristeus antennatus
Famille : Aristeidae

Genre : Aristeus (Duvernoy, 1840)

Espece : Aristeus antennatus (RISSO, 1816)

Embranchement : Mollusca

Classe : Bivalvia / Lamellibranchia /
Pelecypoda

Sous classe : Pteriomorphia

Ordre : Mytilida

Famille : Mytilidae

Genre : Mytilus (Linnaeus, 1758).

Espéce : Mytilus galloprovincialis Figure 7 : Mytilus galloprovincialis
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Embranchement : Chordata
Sous-embranchement: Vertebrata
Superclasse : Osteichthyes

Classe : Actinopterygii
Sous-classe : NeopterygiiTeleostei
Super ordre : Acanthopterygii
Ordre : Perciformes

Sous-ordre : Percoidei

Famille : Sparidae

Genre : Diplodus
Espéce : Diplodus vulgaris (Geoffroy Saint Figure 8 : Diplodus vulgaris
Hilaire, 1817).

Régne : Animalia

Embranchement : Arthropoda
Sous-embranchement: Crustacea

Classe : Branchiopoda

Sous-classe: Sarsostraca

Ordre : Anostraca

Sous-ordre: Artemiina

Famille : Artemiidae (LEACH, 1819).
Genre : Artemia

Espeéce : Artemia salina (LINNAEUS, 1758).

Figure 9 : Artemia salina
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Phylum : Chordata

Sous-phylum : Vertebrata (Craniata)
Superclasse : Gnathostomata

Classe : Actinopterygii

Subclasse : Neopterygii

Superordre : Acanthopterygii

Ordre : Percomorphi (Perciformes)

Figure 10 : Mullus barbatus

Sous-ordre : Percoidei
Famille : Mullidae
Genre : Mullus

Espéce : Mullus barbatus (Linnaeus, 1758)

Embranchement : Vertébrés

Sous embranchement : Gnathostomes
Super classe : Poissons

Classe : Osteichtyens

Sous classe : Actinoptérygiens

Super ordre : Téléostéens

Ordre : Clupéiforme

Sous ordre : Clupéoidés

Famille : Clupéidés

Genre : Sardinella

Figure 11 : Sardinella aurita

Espéce : Sardinella aurita (Valenciennes, 1847)
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11.2. Méthodes

11.2.1. Echantillonnage

Au cours de cette étude, des échantillons d’espéces aquatiques (poissons et crustacés) frais ont

été prélevés, durant la période allant du 22/02/2019 au 23/02/2019, de différents points de vente

(poissonneries et marchés) et au petit port de péche artisanal, situés a Ziama Mansouriah et ses

alentours (wilaya de Jijel) et au niveau de la baie d’Alger. Au total 13 échantillons d’espéces

diverses ont été prélevés, a raison de 2 échantillons par espéce saisis et déposés par le vendeur

ou le personnel lui-méme dans un sac en plastique. Ces échantillons ont été directement

acheminés, dans une glaciére contenant des paillettes de glace, au laboratoire de Microbiologie

de I’Ecole Nationale Supérieure des Sciences de la Mer et de I’Aménagement du Littoral. Leur

répartition est mentionnee dans le tableau 3.

Tableau 3 : Présentation et repartition des espéeces aquatiques utilisées pour cette étude.

Lieu Date de Endroit de Nombre Espéces

d’échantillonnage | ’échantillonnage | d’échantillonnage | d’échantillo
ns
Ziama Mansouriah 22/02/2019 Poissonnerie 02 Crevette blanche
Ziama Mansouriah 22/02/2019 Petit port 02 Saran
Ziama Mansouriah 22/02/2019 Petit port 02 Pageot
Ziama Mansouriah 22/02/2019 Poissonnerie 02 Crevette royale
Sablette (Baie 23/02/2019 Collecté 02 Moule, Sardinelle,
Alger) Collection de Rouget
L’ENSSMAL

Ziama Mansouriah 23/02/2019 Petit port 02 Sar
Ouargla 23/02/2019 Chott sidi khouiled | 1g de cystes | Cystes d’Artémie

déshydraté
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11.2.2. Préparation des suspensions meres et isolement des bactéries

A leur arrivés, les échantillons ont été manipulés dans la zone de stérilité avec du matériels
stériles, pour obtenir des solutions meres (SM).

La méthodologie du prélevement du poisson est détaillée dans la figure 12, un isolement des
bactéries a été effectué a partir des tubes digestifs des poissons sur le milieu MRS selon le
protocole d’IDOUI et al. (2009).

Le méme protocole a été suivi par rapport aux crustacés (Crevette et Artémie), ’opération tres
délicate de prélever le tube digestif des crevettes nous a mené a utilisé I’individu complet, tandis
que les artémies, les cystes ont été bien hydratés et de cela des solutions méres ont été préparé,
En revanche chez les moules tous le contenu (chair +liquide intervalvaire) a été utilisé pour

préparer la solution mere en restant toujours a ’ordre de 25g/100ml d’eau physiologique.
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Poissons dans un sac en
plastique

Pince, ciseau et lame
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Obtention de 7 solutions
Méres (SM) des
différentes espéces

Incision et prélévement
des intestins

Saisie et dépot d'un
poisson dans un bécher
stérile

CHAPITRE Il
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Désinfectionde la
surface du poisson par
|’éthanol et enlever la
peau
\ J

e

Mélanger et
homogénéiser a I’aide
d’un Vortex a flacon
pendant quelques
minutes

. J

~

: MATERIEL ET METHODES

Dépot des infestins dans
un flacon stérile a
I’ordre de 25g/100ml

d’eau physiologique.

Figure 12 : Diagramme détaillé des étapes de prélévement a partir du poisson.

11.2.3. Enrichissement et isolement des bacteries lactiques

A partir des solutions meres de chaque échantillon, 1ml a été mis dans des milieux

d’enrichissement (des tubes contenant 9ml de MRS bouillon) puis incubés a 37°C pendant 24

heures. L’isolement des souches a été effectué¢ sur deux milieux sélectifs des bactéries lactiques

MRS et M17. A partir des cultures obtenues sur les milieux d’isolements précédents, un

repiquage du deux fois a été effectué sur les mémes milieux pour obtenir des cultures pures. La

conservation des souches a été effectué dans une solution de 50% de MRS bouillon et 50% de

glycérol dilué a 50%dans des microtubes, a une température de —18°C.
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11.2.4. Identification

11.2.4. 1. Aspect Macroscopique

La premiere étape du diagnostic bactérien et du biotypage d’une souche est la description
macroscopique des colonies isolées ; parfois cette seule étude permet de connaitre le germe
qu’on a en présence. On s’intéresse dans ce cas a plusieurs caracteres tels que : la forme, la

couleur, le contour, le relief et la taille.

11.2.4. 2.Coloration de Gram

Les cultures pures ont éte caractérisées par coloration de Gram, selon des procédures standard
(SHARPE, 1979)
» On realise un frottis fixé sur une lame de microscope a partir d'une suspension
bactérienne: On dépose une goutte de la suspension bactérienne au milieu de la lame en
faisant des rotations jusqu’a séchage sur flamme du bec Bunsen.
» Lacoloration au violet de Gentiane la lame est plongée pendant 1 minute dans la
coloration au violet de gentiane. Apres 1’écoulement du temps on rince la lame a I’eau
distillée.
» Mordancage au lugol : verser le lugol et laisser agir 1min ; Rincer a l'eau distillée.
»  Deécoloration a I'alcool: Surveiller la décoloration a 1’alcool de 10 a 15 secondes. Rincer
sous un filet d'eau distillée.
» Contre coloration avec de la Fuchsine: laisser agir 1 minute. Laver doucement a l'eau
distillée. Sécher la lame a I’aide du papier joseph et passer a la lecture sous microscope

optique aux grossissements 100X avec 1’huile d’immersion.

11.2.4.3. Test catalase
Chez les bactéries douées d’un métabolisme oxydatif, le systéme respiratoire compte parmi

d’autres enzymes une catalase, celle-ci décompose 1’eau oxygénée selon la réaction suivante :

Catalase
2H0 — 2H,0+ 02
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La méthode de recherche de la catalase consiste & mettre une goutte de suspension bactérienne
sur une lame de verre sur laquelle on ajoute une goutte de H,O,. La présence de I’enzyme se
manifeste par un dégagement de bulles de gaz une reaction d’effervescence (LARPENT et
LARPENT, 1990)

11.2.5. L’étude du potentiel probiotique des bactéries
11.2.5.1 Tests de bioactivité

11.2.5.1. 1. Le test du pouvoir antagoniste par la méthode des spots (FLEMING et al. 1975)
Le présent test a concerné les souches bactériennes isolées a partir du milieu MRS et M17, vis-a-
vis une collection de bactéries pathogenes: Pseudomonas aeruginosa, Vibrio anguillarum,
Staphylococcus aureus, Vibrio alginolytics, Pseudomonas fluorescens, Aeromonas hydrophila,
Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Vibrio fluvialis, Escherichia coli ATCC29522.
10 ul du inoculum de chagque souche de bactérie tests ont été ensemences en spots sur des boites
de Pétri et laissés sécher, puis incubées a 37°C pendant 24 heures (FERNANDEZ et al. 2007).
A partir d’une suspension jeune de 18h, 1ml de chaque souche pathogene (une densité optique de
(DO) 0,4 & une longueur d’onde de 570 nm (10° UFC/ml)) (ZHOU et al. 2000), cette
suspension a été inoculé dans des tubes a essais rempli avec 9 ml de BHI gélose en surfusion.
Aprés homogenéisation, la gélose sera coulée dans les boites de gélose MRS contenant les spots
de bactéries formées et ensuite ces derniers seront incubés a 37°C pendant 24 heures (Figure
13).

A la fin de la période d’incubation, les boites sont examinées par ’apparition des zones
d’inhibition de la croissance du germe pathogene autour des emplacements des spots.

Le diamétre des zones d’inhibition produites ont été mesuré (le diamétre d’inhibition calculé
correspond a la différence entre le diameétre de la zone d’inhibition et le diamétre du spot de la

souche test) (FLEMING et al. 1975).
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Bouillon Eﬂge

MRS aicie
souche test
10ul dela
fraiche culture

en spot

Incubationa
37°C /24H

Y

10 ml de BHI Gélose + souche cible

Iml 1'ml
G D
M

culture fraiche ‘ |
souche cible

oml BN Eau

physiologique omIBHI gelose

Incubationa
37°C/24H

Zone d’inhibition

Figure 13 : Méthode de spots (FLEMING et al. 1975)

11.2.5.1. 2. Dosage de I’acide lactique produit

La production de I’acide lactiques de nos souches est estimé par un dosage acide base. Un ml
d’une suspension bactérienne de DO = 0,3 & une longueur d’onde de 570 nm (10° - 107 UFC
/ml) a été ajouté a 100 ml de bouillon MRS. L’ensemble a été incubé a 37°C pendant 24 h. Les
pH initiaux (6,52) et finaux ont été mesurés a I’aide d’un pH-métre électronique apres 24H, 48H
et72H. 10 ml de culture sont dosés par une solution de NaOH 0,1 N en présence de deux gouttes
de phénolphtaléine a 1% comme indicateur coloré jusqu’au virage du couleur perceptible par

comparaison avec un témoin constitué de méme culture.
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Solution NaOH (.1IN

-

10 ml de la culture ( MRS
bouillon ) en présence de
deux gouttes de
phénolphtaléine 3 1%

Figure 14 : Méthode de dosage de I’acide lactique

La masse de I’acide lactique produit dans 100 ml de culture est obtenue par la formule :

M = Nb x Vb x 90g x10

Dont le :
Nb: normalité de la soude (0,1 N)

Vb: volume en litre de soude ayant servi a neutraliser 1’acidité contenue dans 10 ml de la culture

90g = masse molaire de 1’acide lactique (BOUZIANE et al. 2004)
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11.2.5.1.3 Test de la résistance au pH gastrique

Apres revivification des souches tests, 1 ml a été suspendue dans une solution de MRS bouillon
ajusté a pH 2, pH 3 et pH 4, et incubés a 37°C. (EI-JENI et al. 2015)

Aprés 3h d’incubation le taux de survie des bactéries dans le bouillon d’MRS acide est estimé
par un dénombrement en surface. (MUTHUKUMAR et KANDEEPAN, 2015)

11.2.5.1.4 Test de la résistance aux sels biliaires

Aprés une revivification des souches tests, 1 ml a été suspendue dans une solution de MRS
bouillon ajusté a pH 8 avec une concentration d’OXGAL de 0.5% et incubés a 37°C. (EI-JENI
et al. 2015)

Aprés 3h d’incubation dans les sels biliaires le taux de survie des bactéries dans le bouillon
d’MRS est estimé par un dénombrement en surface (MUTHUKUMAR et KANDEEPAN,
2015)

11.2.5.1.5 Test de la production de biofilm

Une culture bactérienne de 18h a 37°C, est vortexée pendant 5min, ajusté a une densité optique
entre 0.56 —0.64 a une longueur d’onde de 540 nm. Un volume de 250l de chaque suspension
est incubé sur les plaques de 96 puits stériles pendant 6h a 37°C, apres incubation chaque puits
recoit un volume de 25ul de cristal violet a 1% , ensuite 15 min d’incubation , chaque puits est
lave trois fois avec 200 pl de PBS stérile , les puits seront par la suite lavés deux fois avec un
volume de 200ul d’éthyle alcool .le contenu inoculum est introduit dans un tube a essai
contenant un volume de 1.2 ml d’alcool , aprés une simple agitation la DO est mesurée a une
longueur d’onde de 540 nm. Les souches bactériennes sont quantifiées forts producteurs si la DO
est supérieur a 0,500, des producteurs moyens si la DO est entre 0.500 et 0.100 et des faibles
producteurs si la DO est inférieure a 0.100 (MALDONADO et al. 2007).

11.2.5.2.Tests de Biosécurité

11.2.5.2.1.Test d’anti bio-résistance

Les bactéries isolées sur MRS et M17 ont été testées vis-a-vis de 8 disques antibiotiques : les
inhibiteurs de la paroi bactérienne : penicillin (10 pg), oxacillin (1ug), vancomycin (30ug) ; les
inhibiteurs de la synthése protéique : Gentamycin (10ug), chloramphenicol (30ug), tetracyclin

(30 pg), streptomycin (10ug), clindomycin (2ug). Pour réaliser ce test, les souches ont été
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ensemencées sur gélose MH et incubées pendant 24h a 37°C. A partir de ces cultures pures, des
colonies ont été prélevées afin de préparer des suspensions sur le bouillon MRS & une
concentration de 0,5 McF (10° - 10 cellules.ml-1). L’ensemencement des souches a été réalisé,
par stries serrées en utilisant un écouvillon trempé dans la suspension bactérienne et bien essoré.
Ensuite les disques d’antibiotiques sont déposés sur les boites déja ensemencé, les boites ont été
incubées pendant 24 h a 37 °C.

Les diamétres des zones d’inhibitions de croissance autour de chaque disque ont été mesurés.
Les résultats sont interprétés selon les recommandations du Comité de la Société Francaise de
I’ Antibiogramme (2017). Les résultats sont exprimés par (S) sensible, (1) intermédiaire et (R)

résistant.

11.2.5.2.2. Test d’Hémolyse

Des cultures des bactéries bioactives ont été ensemencées en stries sur des boites de gélose
Columbia contenant 5% (P/V) de sang frais, et incubées pendant 48 h a 37°C. Apres incubation,
les boites ont été examinées pour la présence de B-hémolyse (zones claires autour des colonies),
a-hémolyse (zones avec reflets verdatres autour des colonies). (MARAGKOUDAKIS et al.
2006)
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CHAPITRE 11l : RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1. Isolement et Identification des isolats

A partir des 13échantillons frais, prélevés et analysés ,70 souches ont été identifiées dont celles

isolées sur MRS et M17. Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau 4

Tableau 4 : Répartition des souches isolées pour chaque espéce.

Milieu d’isolement Origine Especes

Nombre de souches
isolées

Crevette blanche

Saran

Pageot

MRS Crevette royale

(n=35) Moule

Sar

Artémie

Autres

Crevette blanche

Saran

Pageot

M17 Crevette royale

(n=35) Moule

Sar

Artémie

Totale

Jdioju|o|lolw 8| wiw/slwlo|slw|ol w

I11.1.1 Caracteres culturaux

Sur gélose MRS, ces bacteries apparaissent en petites colonies muqueuses de tailles variables

arrondies de forme lenticulaire avec une couleur blanchatre a jaunatre (Figure 15), elles donnent

un trouble homogéne sur milieu MRS bouillon.

34



CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

Figure 15 : Aspects des bactéries isolées sur le milieu MRS.

I11.1.2 Caractéres microscopiques

Apres la coloration de Gram, 1’aspect microscopique des souches a révélé deux formes de
cellules coques et batonnets, 66 souches sur 70 ont été Gram positif, une seule souche Gram
négatif (15). La figure (16) présente ’aspect d’une souche de bactérie sous microscope optique
(Gx100).
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111.1.3 Caractére biochimique : Test catalase

Le test catalase a été negatif sur toutes les 70 souches testées. Les bactéries a Gram positif et

catalase négatif sont supposés étre des bactéries lactiques.

- "
Figure 17 : Photo représentative au résultat négative du test de catalase.

Les Enterococcus sont des coccoides Gram positive, généralement catalase négatifs. Certaines
especes présentent une activité pseudo-catalase. Ils sont généralement des anaérobies facultatifs
et non mobiles. Les cellules sont ovoides et se présentent sous forme de cellules isolées, par
paire ou encore sous forme de chainette, la plupart font partie intégrante de la flore intestinale de
nombreux animaux (SCHLEIFER et al. 1984). Généralement, les entérocoques produisent des
colonies de couleur blanche. Toutefois, quelques-unes sont de couleur jaune
comme E. mundtii, E. casseliflavus et E. sulfureus (HIGASHIDE et al. 2005).

Ces caractéristiques sont probablement identiques aux résultats d’isolement obtenus dans la
présente étude pour un départ de confirmation que la majorité de nos isolats appartiennent au
genre Enterococcus sp.

Les résultats de I’identification macroscopique, microscopique et les tests biochimiques des 70

souches isolées sur milieu MRS et M17 sont représentés dans les Tableaux 5 et 6 ci-dessous :
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Tableau 5 : Représentation de 1’identification des souches isolées du milieu MRS.

Souche | Origine de la Aspect microscopique Coloration Test
code souche de Gram | catalase
1 pageot Coccli, diplocoque + -
2 Artémie Cocci, diplocoque + -
3 Artémie Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
4 pageot Coccobacille + -
5 pageot Cocci, diplocoque + -
6 Artémie Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
7 Sarran Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
8 Sarran Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
9 Sarran Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
10 Sarran Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
11 Sarran Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
12 Sarran Négatif, souche non pure / -
13 Sar Cocci, diplocoque + -
14 Sar Négatif, souche non pure + -
15 Sarran Cocci - -
16 Sar Cocci, diplocoque en chainette + -
17 Sarran Cocci, diplocoque + -
18 Sarran diplocoque, diplocoque en chainette + -
19 Crevette B Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette, + -
en amas
20 Sardinella Cocci + -
21 Artémie Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
22 Rouget Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
(Gonade 2)
23 Rouget Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
(Gonade 1)
24 Crevette B Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
25 Crevette B Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
26 Crevette R Cocci + -
27 Crevette R Cocci, diplocoque + -
28 Crevette R Cocci, diplocogue, diplocoque en chainette + -
29 Crevette R Cocci, diplocoqgue, diplocoque en chainette + -
30 Moule Cocci, diplocoqgue, diplocoque en chainette + -
31 Moule Cocci, diplocogue, diplocoque en chainette + -
32 Moule Cocci, diplocoque + -
33 Moule Cocci, diplocogue, diplocoque en chainette + -
34 Moule Négatif, souche non pure / -
35 Moule Négatif, souche non pure / -
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Tableau 6 : Représentation de 1’identification des souches isolées du milieu M17.

Souche | Origine de | Aspect microscopique Coloration | Test
la souche de Gram catalase
1’ Crevette R | Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
2’ Sarran Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
3 Crevette B | Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
4 Sarran Bacille, coccobacille + -
5 Sarran Bacille, coccobacille + -
6’ Crevette R | Bacille, coccobacille + -
7 Crevette R | Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
8 Sarran Bacille, coccobacille + -
9 Crevette R | diplocoque + -
10° Sarran Cocci, diplocoque + -
11° Sarran Cocci, diplocoque + -
12° Crevette R | Négatif, souche non pure + -
13° Moule Cocci, diplocoque + -
14° Moule Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
15° Pageot Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
16° Crevette R | Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
17° Sarran Négatif, souche non pure + -
18 Sar Cocci, diplocoque + -
19’ Pageot Cocci, diplocoque + -
20° Pageot Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
21° Moule Négatif, souche non pure + -
22’ Sar Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
23’ Sarran Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
24’ Moule Coccl, diplocoque, diplocoque en chainette + -
25° Sarran Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
26’ Crevette B | Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
27 Sar Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
28’ Sarran Bacille, coccobacille + -
29° Sar Bacille, coccobacille + -
30’ Moule Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
3r Crevette B | Neégatif, souche non pure + -
32’ Moule Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
33’ Sar Cocci, diplocoque + -
34 Moule Cocci, diplocoque, diplocoque en chainette + -
35 Moule Bacille, coccobacille + -

I111.2.Tests de bio activité

I11.2.1. Le test du pouvoir antagoniste par la méthode des spots (FLEMING et al. 1975)
L'activité antimicrobienne est l'un des critéres de sélection les plus importants pour les

probiotique, le test de spots a été réalisé pour les 70 souches isolées de différentes sources dont
le but est de sélectionner les souches qui ont une activité antimicrobienne importante, les

résultats obtenus présentent la répartition des zones d’inhibition des souches isolées appartenant
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a la classification des bactéries lactiques en tant que Gram positif, catalase négative ( SHARPE,

1979 ) a pouvoir antagoniste positif vis-a-vis les 10 souches pathogeénes, les diametres des zones

d’inhibitions sont représentés en mm dans les tableaux 7 et 8.

Tableau 7 : les diamétres des zones d’inhibition en mm des souches testées a pouvoir

antagoniste positif vis-a-vis les souches pathogénes sur milieu MRS.

Pouvoir Antagoniste (Zone d'inhibition en mm)

souche Origine

A B C D E F G H I J
1 pageot 2 15 | 20 | 19 | 30 N 23 | 26 | 28 18
2 Artémie 20 | 19 |125| 16 | 15 16 | 22 | 13 | 13 16
3 Artémie 2 16 |115| 17 | 18 8 14 | 125| 20 12
4 pageot 12 | 18 | 12 | 17 | 18 18 | 28 | 135 20 14
5 pageot 18 | 19 | 10 | 19 | 16 16 | 24 | 12 | 14 13
6 Artémie 14 | 18 | 10 | 22 | 18 18 | 27 | 16 | 15 17
7 Sarran 16 | 12 17 | 20 | 22 20 16 | 14 18 11
8 Sarran N N 16 | 24 | N 20 N |135| 11 | 135
9 Sarran 7 10 | 16 | 20 | 20 | 30 | 13 | 14 | 11 13
10 Sarran 2 (115 20 | 24 | 26 | 22 | 25 | 18 | 19 18
11 Sarran 17 | 11 7 10 | 20 13 | 18 | 10 8 9
12 Sarran 18 | 19 5 8 20 5 12 4 4 4
13 Sar 8 18 9 6 10 | 23 | 12 | 19 | 18 20
14 Sar 22 | 14 | 17 | 34 | 12 19 | 26 | 18 | 18 17
15 Sarran N 9 18 8 18 13 | 12 | 10 | 12 14
16 Sar 20 | 14 | 11 | 38 | 16 | 20 | 16 | 2 14 18
17 Sarran N 10 | 18 | 10 | 28 17 | 11 | 15 | 12 14
18 Sarran 14 | 12 |175| 22 |145| 17 | 14 8 10 20
19 Crevette B N | 21 | 14 | 17 | 17 10 | 24 | 14 | 18 14
20 Sardinella N | 12 | 11 | 15 | 10 14 | 14 |125| 11 28
21 Artémie N | 16 6 20 | 16 12 6 2 115 | 14
22 Rouget (Gonade 2) | N 8 12 | 26 | 20 18 | 12 | 20 | 14 26
23 Rouget (Gonade1) | N | 16 N 6 5 4 8 N N | 155
24 Crevette B N | 13 N 23 |185| N 13 6 4 17
25 Crevette B N |155| 4 17 9 8 19 6 8 N
26 Crevette R N | 75| 8 12 8 11 | 12 8 6 7
27 Crevette R N N 7 10 | 10 12 6 7 5 7
28 Crevette R N | 11 | 10 | 17 | 12 12 | 14 |125| 6 7.5
29 Crevette R N | 13 | 10 |135]| 14 13 | 20 | 10 | 10 10
30 Moule N | 14 9 12 | 12 12 | 14 | 75 7 9
31 Moule 6 15 | 11 | 13 | 12 12 | 21 | 13 | 11 16
32 Moule N|155| 8 | 95| 12 | 125|135 | 11 7 14
33 Moule N| 20 | 85| 9 11 | 95 | 10 | 85 4 10
34 Moule N| 11 | 85| 10 | 11 7 12 | 75 | 10 11
35 Moule N | N 10 | 12 | 12 | 95 | 11 8 10 9
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Légende Tableau 7 : A E. Coli ATCC 29522, B : Vibrio fluvialis, C : Pseudomonas Aeruginosa, D: Vibrio
Anguillarum, E: S. aureus, F : Vibrio alginolyticus, G : Pseudomonas Fluorescens, H : Aeromonas hydrophila, I :
K. pneumoniae, J : Listeria monocytogenes, N : Resultats negatifs (Absence de zone d'inhibition)

Tableau 8 : les diamétres des zones d’inhibition en mm des souches testées a pouvoir
antagoniste positif vis-a-vis les souches pathogénes sur milieu M17.

Souche Origine Pouvoir Antagoniste (Zone d'inhibition en mm)

A B CcC | D E F G | H I J
r Crevette R | 4.5 9 4 4 N 8 4 N | 6 6
2’ Sarran 11 5 6 N N N N N | 8 N
3 CrevetteB [ 11.5| 9 N | N | 12 N 13 | N | N 4
4 Sarran 12 N N N 8 N N N | N N
5 Sarran 4 4 N 4 N N 6 N | N N
6’ Crevette R 2 75 | 4 2 4 5 2 N | 5 4
k Crevette R 8 6 4 N 7 N 8 8 | 6 6
8 Sarran 6 6 5 6 5 4 N 6 | N 7
9 Crevette R | N N N | N 5 N 11 | 9 |10 | N
10° Sarran 7.5 6 6 2 N N 6 | 10| 8 6
11’ Sarran N N 4 4 N 10 | 7 6 5
12’ Crevette R 4 6 3 6 4 3 8 N | 3 6
13° Moule 35| 7 6 4 4 6 5 4 | 4 7
14° Moule 4 4 7 4 2 3 4 N | 5 5
15° Pageot 10 6 4 N | 13 N 12 |12 | 8 4
16’ CrevetteR | 45 | N N N 4 N 13 | 3 | N 4
17 Sarran 6 5 N 4 N 2 N N | N N
18’ Sar 7 N N 4 N N 4 N | N | N
19° Pageot 6 N N | N 4 4 6 N| 8 | N
20° Pageot 12 N N | N 6 N 11 |95 8 N
21’ Moule 8 N N | N N N N N | N /| N
22’ Sar 7 N 4 4 7 3 8 N | 6 N
23’ Sarran 4 N 3 N N N 6 N | 4 |35
24’ Moule 8 N 4 5 135]| 4 45 | N | 4 | N
25’ Sarran N N 5 4 4 4 6 6 5 N
26’ CrevetteB | N N 6 4 |1125| N 12 | 8 | N | N
27 Sar N N 4 N 3 N N N | N /| N
28’ Sarran N N N N 4 N 6 N | N N
29’ Sar N N 4 2 N N 8 N | N /| N
30 Moule 8 N 4 N | 10 N 13 | N | N | N
3r CrevetteB | 1,1 | N N | N | 12 N 12 | N | N | N
32 Moule N N 4 N N N [105| N | N | N
33 Sar N 4 N N N 4 N[N |N
34 Moule 95 | N 6 N 9 N 1 N | NN
35 Moule 11 N 6 N N N |[105| N | N | N

40



CHAPITRE 11l : RESULTATS ET DISCUSSION

Légende Tableau 8 : A E. Coli ATCC 29522, B : Vibrio fluvialis, C : Pseudomonas Aeruginosa, D: Vibrio
Anguillarum, E: S. aureus, F : Vibrio alginolyticus, G : Pseudomonas Fluorescens, H : Aeromonas hydrophila,l :
K. pneumoniae, J : Listeria monocytogenes, N : Resultats negatifs (Absence de zone d'inhibition)

Sur les 70 souches isolées 70.85% des isolats ont montré une activité inhibitrice contre les agents

pathogénes avec des diamétres d’inhibition qui varient entre : 2 mm et 38 mm.

Les resultats obtenus sur milieu MRS montrent que 34.28 % des bactéries lactiques ont
présentées une activité antibactérienne contre les 10 souches pathogenes testées, 42.85% ont
réagi contre 9 souches pathogeénes et 22.85 % ont réagi avec au moins 3 souches pathogénes
avec des zones d’inhibition de diamétres différents allant de 4 mm a 38 mm comme mentionnée
dans le Tableau 7 au-dessus, avec un taux de 89.71 % de réponse positif contre les souches

pathogenes.

Par contre les souches isolées sur milieu M17 ont montré un taux de 52 % de réponse positif
contre les souches pathogénes, on peut noter aussi que seulement 2.85 % des bacteries lactiques
sont douées d’une activité antibactérienne contre les 10souchespathogénes testées, 8.57 % ont
réagi contre 9 souches pathogénes et 74.28 % ont réagi avec au moins 3 des souches pathogenes
avec des zones d’inhibition de diamétres différents et restreints par rapport au isolats du milieu
MRS allant de 2 mm a 13 mm Tableau 8.

Les souches pathogenes peuvent étre classees en fonction de leur sensibilité aux bactéries
lactiques isolées comme suit : Vibrio alginolyticus et E.coli ATCC29522 étaient sensibles a 44
souches, Aeromonase hydrophila et Vibrio fluvialis a 45 souches, Klebsiella pneumoniae et
Vibrio anguillarum a 51 souches, Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes a 57
souches, tandis que Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fluorescens étaient sensible a 55

et 63 des isolats respectivement.

Dans notre cas d’étude nous avons pu isoler des souches qui ont la capacité d’inhiber un large
spectre de bactérie hautement pathogene pour les espeéces d’intérét aquacole ( poissons et
crustacés), Une Sélection de 22 souches les plus performantes des 70 isolats testés a été effectuée
pour examiner d’autres critéres probiotiques tels que la tolérance a la bile, aux pH, pouvoir de
production de biofilm et d’autres critéres . Les souches sont codées par les chiffres 20, 14, 28, 7,
9,13, 31, 24,6, 32,5,19, 2,22, 4, 29, 15°, 6°, 8, 26°, 13’et 22’

Le pouvoir antagoniste semble étre courant chez les bactéries marines. Par exemple, Plus de 60%
des isolats provenant du zooplancton étaient bactériolytiques (NAIR et al. 1986), et jusqu'a 75%
des isolats d’éponges ont produit des composés antibactériens (MARTY et MARTIN, 1992).
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Nos souches isolées a partir de la crevette blanche (Metapenaeus monoceros) et la crevette
rouge (Aristeus antennatus) ont présenté une activité antimicrobienne vis-a-vis Vibrio fluvialis,
Vibrio Anguillarum et Vibrio alginolyticus, avec un diamétre d’inhibition de 23mm et 13mm
contre V.Anguillarum et V.alginolyticus respectivement, chose qui a été confirme par les travaux
menés par PRAFUL TANK et al. 2018, ils ont rapporté que deux souches de bactéries
lactiques isolées a partir du tube digestif de la crevette a pattes blanches (Litopenaeus vannamei),
ont présenté une activité anti-vibrio plus élevée, contre Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus et V.
vulnificus. Avec des diamétres d’inhibition maximale de 11,33 contre V. harveyi et

V. parahaemolyticus, 10,67 contre V. parahaemolyticus, suivie de 10,33 mm contre V. harveyi.

Une autre etude effectuée sur les poissons par OLSSON et al. (1992) a montré que plus de 89
bactéries sur 400 provenant du turbot (Scophthalmus maximus) sont déja révélées efficaces pour
inhiber la croissance in vitro de l'agent pathogene du poisson Vibrio anguillarum avec des
diameétres d’inhibition de 10 mm et 25 mm, nos souches isolées a partir du Diplodus vulgaris
révelent un pouvoir antibactérien important d’un diameétre de 8 mm et 38 mm ,cette similarité
des résultats est affirmée par WESTERDAHL et al. (1991), la ou la plupart des bactéries
inhibitrices isolées du tractus gastro-intestinal du turbot (Scophthalmus maximus) ont un effet
inhibiteur sur trois autres souches pathogénes pour le poisson : V. anguillarum, Aeromonas

salmonicida et Aeromonas hydrophila.

Il est important de rappeler que I’effet d’antagonisme est peut étre provoqué par la production
des bactériocines, mais aussi par d'autres facteurs d’inhibitions, tel que : la production des
acides organiques, le peroxyde d’hydrogeéne examiné par RINGO et GATESOUPE, 1998.
L'inhibition due a ces composés dépend fortement aux conditions expérimentales, qui sont
différentes in vitro et in vivo. Par conséquent, I'expression d'antagonisme in vitro n'est pas un
critere suffisant pour sélectionner le candidat probiotiqgue (RIQUELEME et al. 1997 ; RICO -
MORA et al. 1998).

Parmi les Entérocoques qui ont été proposées comme probiotiques on trouve E. faecium
possédant une activité antimicrobienne contre Listeria spp. (MARCINAKOVA et al. 2004)
également E. mundtii ST4V (TODOROV et al. 2009).Ces souches sont déja commercialisées

dans une préparation probiotique appelée Causido®.
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111.2.2.Dosage de I’acide lactique produit

L’activité acidifiante est I'une des principales fonctions des bactéries lactiques (BEAL et al.
2008), elle a été déterminée en mesurant la quantité d’acide lactique produite et le pH du milieu
entre 24 h et 72 h. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure (18) qui montre la quantité
d’acide lactique produite des 22 souches isolées sur MRS et M17 séparément.

La méthode que nous venons de décrire précédemment repose sur la relation linéaire existant
entre la production d'acide lactique d'une suspension bactérienne en un temps donné ; On obtient
de cette facon des valeurs, exprimées en degrés de pH de la suspension, correspondant a la
production d'acide lactique. Les volumes obtenues sont ensuite exprimé en masse suite a une
conversion via la formule citez précédemment. La figure (18) présente les Masses d’acide

lactique produites par les souches testées apres 72h.

P
(o)}

e
N

-
N

[E

masse de le I'acide lactique (g)
o o o
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o
N}

o

code souche testées

Figure 18 : Dosage de I'acide lactique des souches isolées sur milieu MRS et M17.

L’acidité produite par les souches bioactives a montré que la totalité des souches bactériennes
isolées sur MRS et M17 ont la capacité de produire de 1’acide lactique, le suivi de la variation de
pH et le dosage de ce dernier avec I’ NaOH a 0,1N, ont montré que la quantité d’acide produite
par les isolats du milieu MRS varie entre 0,7 g /100ml et 1,51g/100ml, par contre sur celles de
M17 varie entre 0.63 g /100ml et 1.47 g /100ml (figure 18)
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Les résultats obtenus révelent que la production d’acide lactique augmente avec le temps
d’incubation entre 24h jusqu'a 72h, et que le pH du milieu diminue avec 1’augmentation de la
production d’acide. D'apreés tableau 2 (annexe) des résultats, I' acidité la plus élevée est observé
chez la souche 19 isolée sur milieu MRS , avec une valeur de 1.51g / 100 ml.

En général chez les bactéries lactiques, la production d'acides organiques tel que 1’acide lactique
permet d’acidifier le milieu, ce qui peut limiter la croissance de certaines bactéries indésirables
ou bien de les tuer (si ces bactéries sont exposées a I’acidité pendant une longue durée)
(CHAMPAGNE et MOLLGAARD. 2008). Ces bactéries lactiques peuvent faire ’objet d’une
exploitation biotechnologique dans le domaine aquacole, L’addition combinée d’acide lactique
permet de retarder la croissance de la flore pathogéne sur les produits de la mer, Ce qui confére a
ces derniéres le pouvoir antimicrobien et caractéristique de sélection en tant que probiotique.
Cela entraine comme résultat I’extension de la durée de conservation d’une dizaine de jours a
3°C (NYKANEN et al. 1998a; 1999b), actuellement des modeles scandinave envisage la
fermentation lactique dans un but exclusif de conservation prolongée des produits de la mer en
rayons frais (DIOP et al. 2010).

111.3.Test de la résistance au pH gastrique et Sels biliaires

Comme les probiotiques sont genéralement administrés par voie orale, ils doivent avoir la
capacité de survivre au passage dans l'estomac et dans lintestin gréle. Par conséquent, la
résistance au faible pH du suc gastrique dans l'estomac et au sel biliaire dans l'intestin gréle est

I'une des criteres de sélection les plus importantes ( OLEJNIK et al. 2005 )

La selection des 4 souches pour le test suivant a été basée sur leur large pouvoir d’activité
antimicrobienne suite aux résultats obtenus précédemment.

Les résultats du test de résistance a 1’acidité montrent que la charge bactérienne inoculée au
préalable varie selon la nature de chaque souche, les résultats sont mentionnés dans le tableau 1

(annexe).
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Figure 19 : Résultats de ’effet du pH sur les souches testées.
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Figure 20 : Résultats de I’effet des sels biliaires (SB) sur les souches testées.

Dans notre cas d’étude tous les isolats ont montré une résistance aux différents pH 2, 3 et 4.

Les souches 7, 29 et 8’ont montré une bonne résistance aux trois différents pH tandis que le taux
le plus faible de croissance a été observé pour la souche 5.

Toutefois, toutes les souches testées présentaient une tolérance a la bile avec une légere
différence. Parmi les bactéries lactiques isolées dans notre cas d’étude, la souche 29 a montré la
plus grande tolérance au sel biliaire suivi par les souches 7 et 8’.

Le pH naturel d'un estomac vide est de 1,5 aprés un repas, le pH augmente pour atteindre 5-6

afin d'empécher I'entrée et la survie de bactéries indésirables dans le tractus intestinal.
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Pour exercer leurs effets bénéfiques sur la santé de I'n6te, les micro-organismes probiotiques
doivent survivre a ces conditions en nombre suffisant dans le tractus gastro-intestinal.
Ainsi, des changements du pH de 1 & 5 ont été pris en compte pour évaluer la tolérance a I'acide
in vitro décrite pour Lactobacillus et Bifidobacterium, qui ont un potentiel probiotique (HUANG
et ADAMS, 2004).Dans le présent travail, nous avons constaté que la simulation du milieu
gastrique acide ne provoquait pas un grand changement dans la croissance des souches isolées et
peuvent tolérer un large spectre de pH acide (2 a 4) comme c’est illustré dans (Fig. 19). Nous
recommandons donc que ces souches survivent probablement dans un environnement acide tel

que l'estomac et que les bactéries lactiques résistent au faible pH.

Les sels biliaires sont des substances inhibitrices qui peuvent inhiber la croissance de
certains types de bactéries présentent dans les environnements gastriques, les
organismes probiotiques doivent résister impérativement & une concentration élevée
de ces sels biliaires (GRACIELA et MARIA, 2001 ; FAO, 2001).

Dans notre etude 0,5 % de sel biliaire ont été ajouter dans le milieu de croissance MRS, en
simulation a ’environnement du tractus gastro-intestinal sachant que 0,5% est la concentration
maximale présente chez I’homme (QUZEHAUD et VESTERLUND, 2004). Les bactéries
lactiques isolées dans notre étude étaient résistantes a 0,5% de sel biliaire et que tous les isolats
sont capables de survivre et de croitre avec une concentration en sel biliaire de 0,5% (Fig. 20).
Chose qui a été confirmé par les travaux menés par El JENI et al. (2015) selon une étude
effectuée sur des souches appartenant au genre Enterococcus sp isolées a partir des intestins du
mulet cabot (Mugil cephalus) qui montre une viabilité bactérienne qui a été détecté apres 3h
d’exposition a faible pH 3.0 et 4.0, avec une carence signalée au pH extréme de 2.0 et une
résistance importante a une concentration de 0.5% de sels biliaires , ou les mémes résultats ont
été apportés par HUANG et ADAMS, (2004) et PARAMITHIOTIS et al. (2006).

D’aprés BALCAZAR et al. 2008, la tolérance aux sels biliaires et au faible pH est importante
pour la croissance et la survie des souches probiotiques dans l'intestin du poisson , aprés une
exposition des souches de bactéries lactique ( L. Lactis, L. plantarumet L. fermentum) isolées de
la truite arc-en-ciel a un intervalle de pH compris entre 2.5 et 6.5 et une concentration de bile de
2.5 et 10 %, les résultats obtenus ont montré des taux de résistance élevés au pH et a la bile.
Toutes les souches ont survécu a la large gamme de pH et aucun changement n’a été observé

dans le compte des viables. Chose confirmé par KLINGBERG et al. (2005) ou une tolérance
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des bactéries lactiques au faible pH de 2.0 et 2.5 et aux sels biliaires a une concentration de 0.3%

a été notée.

I11.4.Test de production de biofilm

Les résultats du test de production de biofilm sont présentés dans les figures 22 et 23 suivantes,

des résultats différents ont été observés :

Figure 21 : photo représentatif de la méthode suivis lors du test du pouvoir d’adhésion.
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Figure 22 : Résultats du test de production de biofilm des souches isolées sur milieu MRS.

Concernant les souches isolées sur milieu MRS, elles sont dans la majorité des faibles
productrices de biofilm(les souches 4, 9, 31, 22, 28, 5, 2, 32, 19, 7 ; 0.1 >DO), a I’exception des
souches 29, 6, 24, 13, 14, 20 qui ont manifesté une production moyenne de biofilm (0.1 <DO<
0.5).
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Figure 23 : Résultats du test de production de biofilm des souches isolées sur milieu M17.

Les souches isolées sur milieu M17 ont montré aussi une absence d’une forte production de
biofilm, ils sont des souches moyennement productrices de biofilm telles que 8, 15°, 26’ et ainsi

que des faibles productrices telle que 6°, 22°, 13°.

L’adhésion aux surfaces, en particulier au mucus intestinal, est un parametre important

permettant aux bactéries probiotiques de coloniser le tractus gastro-intestinal comme les espéces
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des genres Lactobacillus et Bifidobacterium et certaines espéces d’Enterococcus. Ces especes

contribuent a bloquer 1’accés des pathogeénes aux sites d’adhésion et exercent un effet de barriere

(RASTALL et al. 2005 ; MAHDHI et al. 2011)

D’aprées MOURINO et al. (2016), une étude in vivo ou on introduisait des probiotiques tel que
W. cibaria dans I’alimentation des poissons, les résultats obtenus présentaient une valeur plus
élevée de bactéries lactiques totales (3,72 x 10* UFC g ™) par rapport aux poissons non
supplémentés (10 * UFC g ™). Ces résultats ont démontré que W. cibaria pouvait rester viable
dans I’intestin des poissons supplémentés, ce pouvoir et di a la capacité de ces bactéries

lactiques a s’attacher aux cellules épithéliales des intestins des poissons.

Des isolats de bactéries lactiques tels que Carnobacterium et L.plantrum isolés du tractus gastro-
intestinal du saumon atlantique, (Salmosalar L) semblent étre capables de survivre plusieurs
jours dans l'intestin des poissons comme la Morue de I'Atlantique Gadus morhua et chez le
turbot scophtalmusmaximus(STROM et RINGO, 1993 ; JOBORN et al. 1997) Ou les
Vibrionaceae peuvent également persister pendant des jours ou des semaines dans le tube
digestif des poissons (AUSTIN et al. 1995 ; MUNRO et al. 1995; RINGO et VADESTEIN,
1998) et chez les larves d’huitres du Pacifique (GIBSON et al. 1998).

L’étude in vitro mené par BALCAZAR et al. (2008)sur le pouvoir d’adhérence des bactéries
lactiques a la peau et a la muqueuse intestinal, dans le but d’inhiber 1’adhérence de plusicurs
pathogenes de poisson (Aermonas hydrophilia, Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum), les
bactéries lactiques utilisées durant cette étude appartiennent au genre Lactococcus lactis,
Lactobacillus plantarum, et Lactobacillus fermentum, isolées des intestins de la truite arc-en-
ciel (Oncorhynchus mykiss) en bonne santé . Les résultats ont démontré que Les souches L.
Lactis, L. plantarumet L. fermentum étaient tres capables d'adhérer a la muqueuse intestinal de
poisson (adhérence de 11,6 a 17,4%) et que seule la souche L.lactis, avait le pouvoir de réduire
I’adhésion de toutes les souches pathogeénes. Ce qui révele que la souche L. lactis, réponds aux
caracteristiques du pouvoir d’adhésion en tant que souche a potentiel probiotique.

Il a été également rapporté, que Carnobacterium sp adhére indifferemment a la muqueuse de la
truite arc-en-ciel ou a une surface témoin traitée avec du sérum albumine bovine (JOBORN et
al. 1997).

Les résultats obtenus dans notre étude ont montré que parmi les 22 souches isolées de différentes
espéces aquatiques, 9 souches ont présenté une capacité d’adhérence moyenne et 13 souches ont

montré un faible pouvoir d’adhésion. Ces résultats corroborent ceux obtenus par NAMBA et al.
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(2006) qui montrent la capacité d’adhésion des isolats intestinaux de la carpe (Cyprinuscarpio),
suite a une lecture spectrométrique a 450 nm, parmi les isolats ayant un pouvoir adhésif faible
constitués de 3 souches de Micrococcus.

111.5. Tests de Biosécurité

111.5.1. test d’antibiorésistance
Le test d’antibiorésistance nous a permis de déterminer le profil de la résistance aux
antibiotiques des bactéries testées, les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 9 suivant :

Tableau 9 : Résultats de test d’antibiorésistance aux antibiotiques des souches isolées sur milieu

MRS et M17.
Souche Origine Antibiotiques
P10 | TE30 | VA30 | CN10 | CTX30| C30 AUG | OX1
30
6 Artémie R S | S R S S R
20 Sardinella S S S S R S S R
2 Artémie S S S S S S S S
28 Crevette R R R S S R S | R
24 Crevette B S S | S S S S R
19 Crevette B R S | R R S S R
22 Rouget (Gonade 2) S S S S R S S R
31 Moule S S S S R S S R
5 Pageot R R S S R S S R
7 Sarran R S S S | | S R
14 Sar R S S S R S S R
4 Pageot R S S S S S S R
32 Moule S S S S R I S R
13 Sar R S S S R S S R
29 Crevette R R S S S R S | R
9 Sarran R S S S R S S R
22' Sar R S S S R S S R
8' Sarran R S S S S S S S
26' Crevette B R R S S R S S R
6' Crevette R R S S S R S S R
15' Pageot R R S S R S S R
13 Moule R S S S R S S R

R : Résistant, S : Sensible, | : Intermédiaire
Les résultats montrent que tous les isolats étaient sensibles aux : chloramphenicol (a I’exception
des souches 7et 32 qui sont intermédiaires), gentamycine (a I’exception de la souche 19 qui était
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résistante), vancomycin (a 1’exception des souches 6, 24 et 19 qui sont intermédiaire),
I’amoxicillin + acide clavunalique (a 1’exception des souches 28et 29 qui sont intermédiaires) et
aux tétracyclines (a I’exception des souches 28, 26°, 5 et 15’ qui sont résistantes)

La majorité des souches bactériennes lactiques eté résistantes a ’oxacillin (a I’exception de la
souche 8’et 2 qui est sensible), cefotaxime (a I’exception des souches 2, 24, 4 et 8 qui sont
sensible et la 7 qui est intermédiaire) et a la pénicilline (a I’exception des souches 20, 2, 24, 22,
31 et 32qui sont sensibles).

Figure 24 : Illustration des résultats du Test d’antibiorésistance sur les souches testées.

Tous les produits bactériens destinés a étre utilisés comme additifs dans 1’alimentation animale
prenons le cas de I’¢levage en aquaculture, doivent étre examinés afin de déterminer la
sensibilité des souches a la gamme appropri¢e d’antibiotiques (VANKERCKHOVEN et al.
2008).

Afin d’assurer I’absence de résistance aux antibiotiques dans 1'une des souches probiotiques
testées, nous avons évalué le profil de résistance aux antibiotiques. Les résultats nous ont révélé
que toutes les souches étaient sensibles aux antibiotiques testés (a I'exception de pénicilline,

céfotaxine et de l'oxacilline), validant ainsi leur innocuité en tant que souches probiotiques.
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La sensibilité aux antibiotiques est considérée comme la caractéristique probiotique la plus
essentielle. La sensibilité des bactéries lactiques & de nombreux inhibiteurs de la synthése des
parois cellulaires, tels que la pénicilline et I'ampicilline, ainsi que des inhibiteurs de la synthese
protéique tels que le chloramphénicol, I' érythromycine et la clindamycine a été rapportée Les
espéces bactériennes utilisées dans notre étude ont déja été reconnues comme résistantes a
l'oxacilline (DANIELSEN 2003 ; VANKERCKHOVEN et al. 2008)

Dans une étude réalisée par EI JENI et al. (2015), 10 antibiotiques, le chloramphénicol, la
pénicilline,  lastreptomycine latétracycline ,la céfazoline ,la gentamycine ,oxacilline,
rifampicine, vancomycine et clindomycine_ont été utilisés pour évaluer la sensibilité de bactéries
lactiques Enterococcus sp isolées a partir des intestins du mulet cabot (Mugil cephalus ) a ces
antibiotiques. Tous les isolats testés étaient sensibles a la plupart des antibiotiques courants (par
exemple, rifampicine, le chloramphénicol, le gentamycine et le vancomycine), et résistants a
I’oxacilline, streptomycine, céfazoline et clidomycine, pénicilline.

D’aprées SARRA et al. (2013) letest de sensibilité aux antibiotiques a été réalisé pour
I’ensemble des trois souches d’Enterococcus sp. Potentiellement probiotiques isolées a partir du
pageot (pagellus bogaraveo) contre 6 antibiotiques constituaient différents groupes, les isolats
ont été sensible a ampicilline, pénicilline, téracycline, vancomycine, gentamicine ainsi que tous
les isolats ont été résistants a la rifampicine, nous pouvons dire que nos résultats concordent avec
les résultats des études obtenus cités précédemment confirmant la résistance des Enterococcus
sp. A P’oxacilline et & la pénicilline. Des résultats similaires ont été apportés par (RAMESH et
al. 2015).

Le profil biochimique de nos souches plus 1’étude du profil d’antibiorésistance des isolats, nous
donne une pré-identification de nos souches, il est probable que nos isolats appartiennent au
genre d’Enterocoque sp. Par ailleurs, un réel probléeme de santé publique se pose sur les
entérocoques résistants a la vancomycine, car elles sont habituellement multi résistants a d’autres
antibiotiques (INOUE NOUE et al. 2006) de cela on peut conclure que nos souches qui se
présentent comme des vancomycine sensibles ne sont pas nocives a n’importe quelle utilisation

technologique humaine ou animale.

111.5.2. Production d’hémolyse
Ce test a montré que 16 souches testées parmi les 22 n’ont pas la capacité d’hémolyser le sang

humain indiquant un pouvoir non hémolytique, tandis que 8 souches ont présenté une hémolyse
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partielle du sang, qui se manifeste par des zones verdatres autour des colonies ce qui nous

renseigne sur le type d’hémolyse (alpha a). Les résultats sont présentés dans le tableau (10).

Tableau 10 : Résultats de test hémolyse des souches isolées sur milieu MRS.

Souche Résultats d’hémolyse

7 Négatif

4 Négatif
13 Négatif
31 Négatif

6 Hémolyse a.
28 Hémolyse a.
32 Négatif
14 Négatif

5 Négatif
22 Négatif
24 Négatif

9 Négatif
20 Heémolyse a.
2 Hémolyse a.
29 Négatif
19 Négatif
26’ Hémolyse a.
22’ Hémolyse a.
6’ Négatif
13’ Négatif
15° Négatif
8’ Négatif

L’hémolyse est un facteur de virulence connu chez les microorganismes pathogénes, I’absence
d’activité hémolytique est considérée comme une condition préalable a la sélection de la souche
probiotique (FAO/WHO 2002).

Une observation similaire a été rapportée par RAMESH et al. (2015) sur des souches isolées du
poisson Labeorohita ou tous les isolats ont révélé une activité non hémolytique. Les travaux
menés par EI JENI (2015) ont montré que toutes les bactéries lactiques isolées du systeme
intestinal du mulet cabot (Mugil cephalus) n’ont pas la capacité d’hydrolyser le sang du mouton
prouvant une activité hémolytique négative.

Ces résultats sont en corrélation avec nos résultats obtenus et affirme I’innocuité des souches
isolées dans la présente étude, et réponds positivement a 1’un des critéres de sélection de
probiotique. Avec un pouvoir alpha hémolytique est déja mentionné dans la littérature chez les
entérocoques (LEBLANC, 2006).
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Conclusion

Cette étude préliminaire met en évidence le potentiel probiotique de bactéries lactiques associées
a la flore gastro-intestinales des animaux aquatiques méditerranéens, poissons, mollusques et
crustacés. Les propriétés les plus intéressantes en vue d’une éventuelle utilisation
biotechnologique ont concerné I’activité antimicrobienne, la production des acides organiques
(acide lactique), de facteurs de croissance au pH faible et de résistance aux sels biliaires ainsi que

le pouvoir de colonisation et adhérence aux tissus.

De souches bactériennes ont été isolées du systeme gastro-intestinal de différentes especes, elles
ont été partiellement identifiées en la majorité comme étant des Enteroccocus sp. L’étude in vitro
effectué sur 70 souches a révélé de bonnes performances au plan de pouvoir antimicrobien méme
contre des agents pathogenes comme Pseudomonas aeruginosa , Pseudomonas fluorescens ,
Staphylococcus aureus et Vibrio sp avec une réponse positif importante de 70.85 % et une
sélection de 22 candidats les plus performants a éte effectue.

L’ensemble de la sélection présentaient un pouvoir acidifiant assez important, en revanche des
résultats moyens ont été marqués sur leur pouvoir d’adhésion et de colonisation suite a I’absence

d’une production forte de biofilm signalée par toutes les souches.

Les souches 5, 7, 28 et 8’ isolées dans notre étude ont révélé une résistance aux différentes
concentrations pH 2, 3 et 4 et une tolérance a la bile.

Les tests de biosécurité se montrent rassurants ol ’ensemble des souches étaient sensibles a une
large gamme d’antibiotiques spécialement la Vancomycine et ne présentaient pas un pouvoir

hémolytique.
Ce travail nous a permis d’isoler une 20 aine de souches a potentiel probiotiques dont quatre sont
trés performantes. Ce travail doit étre complété:

v’ Réalisation d’une identification moléculaire des souches.

v" Déterminer le mécanisme d’action (les substance/s inhibitrice) responsable du pouvoir
probiotique.

v" Mise en évidence du potentiel probiotique in vivo particulierement dans le domaine de
I’aquaculture ou I’industrie.
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ANNEXES

Annexe 1 :

Tableau 1 : Résultats de la résistance et la croissance des bactéries lactiques sélectionnées dans
des différents pH bas 2,3 et 4, et en présence de 0,5% de sels biliaire. (Les résultats sont
exprimes en log CFU ml-1.).

Code de la | Echantillon |pH2 |pH3 pH4 Echantillon | Sels biliaires
souche a pH neutre SB neutre
(NC)
5 13,5 6,30 9,85 11,75 11 9,6
7 13,5 7,96 10,59 12,20 11 9,18
29 13,5 9,18 10,45 12,08 11 10,02
8’ 13,5 8,15 10,41 12,32 11 9,18

Tableau 2 : Résultats du Dosage de I'acide lactique des souches isolées sur milieu MRS et M17

Masse de I’acide lactique produite
apres 24h, 48h et 78h /100ml
Souche 24 H 48 H 72H Moyenne des Moyenne -
Masses témoin
Témoin 0,333 0,333 0,333 0,333 0

20 0,99 1,044 1,08 1,038 0,705
14 0,927 1,17 1,215 1,104 0,771
28 0,981 1,08 1,197 1,086 0,753

7 1,035 1,098 1,116 1,083 0,75
9 1,134 1,251 1,278 1,221 0,888
13 1,161 1,413 1,296 1,29 0,957
31 0,891 1,089 1,233 1,071 0,738
24 1,098 1,161 1,386 1,215 0,882
6 1,098 1,116 1,26 1,158 0,825
32 1,071 1,323 1,548 1,314 0,981
5 0,909 1,062 1,161 1,044 0,711
19 1,683 1,908 1,944 1,845 1,512
2 0,945 1,098 1,08 1,041 0,708
22 1,08 2,07 1,656 1,602 1,269
4 1,143 1,179 1,116 1,146 0,813
29 0,99 1,233 1,269 1,164 0,831
15" 0,882 0,99 1,035 0,969 0,636

6" 0,801 1,044 1,224 1,023 0,69
8' 1,665 1,827 1,926 1,806 1,473
26" 0,891 1,233 1,071 1,065 0,732
13' 1,107 1,449 1,602 1,386 1,053
22" 0,846 1,089 1,296 1,077 0,744
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Tableau 3 : les diamétres d’inhibition en (mm) de 1’antibiogramme des souches isolées sur
milieu MRS et M17

Antibiotiques
AUG

souche P10 TE30 | VA30 | CN10 | CTX30 C30 30 OX1
6 2 1,9 1,8 1,6 0,8 2,65 1,8 0,7
22' 2,5 2,8 2,1 1,5 2 2,9 2,8 1
20 3,3 2,8 1,9 1,7 1,8 2,45 2,6 R
8' 2,6 2,2 2,6 2 2,7 2,5 2,6 1,8
2 N N N N N N N N
28 1,5 0,9 2,1 1,65 R 2,8 1,6 R
24 N 2,7 1,85 1,55 N 3 2,6 1,1
19 R 2,8 1,8 1,2 2,1 2,5 2 1,1
26" 1,8 0,95 2,6 1,8 1,3 3,2 1,9 R
22 3,2 3,2 2,1 1,6 2 2,9 2,1 1,1
31 3,2 2,8 2 1,7 2 2,7 3 R
5 2,3 R 2,4 2,2 1,9 3,4 2,4 R
6" 2,5 2,65 2 1,7 1,4 2,5 2,3 0,75
7 1,1 2,1 2,35 1,9 2,3 1,3 1,1 R
14 2,3 2,5 1,9 1,7 1,1 2,6 2,6 14
4 2,3 N 2,4 N N 2,5 N 1,2
32 3,2 2,5 2 1,7 1,5 1,5 3,1 R
13 2 2,7 2,1 1,9 1,2 2,8 2,1 R
29 1,3 2,7 2,3 2 0,9 2,5 1,7 R
15' 2,4 1,2 2,8 2,4 1,3 2,4 2,2 R
9 2,5 3 2,2 1,7 1,5 2,2 2,2 R
13' 2,7 3 1,9 2,1 R 2,6 2,7 R
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Tableau 4 : Résultats de production de biofilm des souches isolées sur milieu MRS et M17

Code de la souche DO a 540 nm

Témoin 0.000
29 0.479
4 0.060
6 0.175
9 0.013
24 0.294
31 0.030
13 0.314
22 0.020
14 0.116
28 0.060
5 0.022
20 0.200
2 0.061
32 0.020
19 0.029
7 0.020
8 0.246
6’ 0.064
15° 0.146
22’ 0.020
26’ 0.251
13 ¢ 0.030




RESUME

L’isolement de 70 souches de bactéries lactiques du tractus gastro-intestinal de divers espéces
aquatiques poisson, crustacés et mollusques et leur sélection en tant que probiotique a été réalisé
dans ce travail. Aux termes d’une batterie de tests, nous avons démontré que les isolats ont des
profils probiotiques importants. Ces isolats ont été caractérisés in vitro en ce qui concerne
I'antagonisme, adhérence au mucus, résistance a la bile et au pH, production d’acide organique,
résistance aux antibiotique et propriétés hémolytiques.

Suite a une identification en tant que Entereoccous sp, Les isolats présentaient une activité
inhibitrice élevée contre les agents pathogenes et comme ils survivent a un faible intervalle de
pH de 2,0 a 4.0 et en présence de sels biliaires de 0.5%, sans aucune activité hémolytique
détectable. De plus, une production modérée de I’acide organique, une capacité acceptable
d'adhésion et production de biofilm et une sensibilit¢é a une gamme d’antibiotiques ont été
révélées pour tous les isolats. Ces résultats in vitro ont mis en évidence la propriété probiotique
spécifique des souches et ont permis de mettre en avant une collection de 22 candidats les plus
performants pour une suite d’étude in vivo et une application biotechnologique.

ABSTRACT

The isolation of 70 strains of lactic acid bacteria from the gastrointestinal tract of various aquatic
species of fish, crustaceans and molluscs and their selection as probiotics was performed in this
work. Under a battery of tests, we have demonstrated that isolates have significant probiotic
profiles. These isolates were characterized in vitro for antagonism, mucus adherence, bile and
pH resistance, organic acid production, antibiotic resistance and haemolytic properties.

Following identification as Entereoccous sp, the isolates exhibited high inhibitory activity
against pathogens and as they survive a low pH range of 2.0 to 4.0 and in the presence of bile
salts of 0.5%, without any detectable haemolytic activity. In addition, moderate organic acid
production, acceptable adhesion and biofilm production capacity and sensitivity to a range of
antibiotics were found for all isolates. These in vitro results highlighted the specific probiotic
properties of the strains and highlighted a collection of 22 top performers for in vivo study and
biotechnological application.
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