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Introduction

Introduction :

L’eau est considérée comme un milieu biotique occupée et exploitée par une multitude
d’organismes vivants : bactéries, champignons, algues, mousses, invertébrés et vertébrés
parmi lesquels les poissons qui occupent tout le types d’eau quelles que soient leur

température et leur salinité, leur altitude et leur profondeur (Bruslé et Quignard, 2004).

Les poissons peuvent alors servir d’indicateur €écologiques (témoins directs des
contaminations et des altérations des écosystemes) de la qualité des eaux (Patrick et Palavage,
1994) que ’homme I’influence par des polluants que ce soit d’origine agricole (nitrates,
produits phytosanitaires : herbicides, pesticides, fongicides...), industrielle (métaux lourds,
PCB : PolyChloroBiphényles, TBT : tributylétain...) et urbaine (matiére organique,
phénols...) qui sont responsables d’une dégradation de la qualité des eaux ( Bruslé et
Quignard, 2004).

Les poissons sont fortement soumis a 1’impact de la dégradation de la qualité de 1’eau,
soit directement en raison de leur sensibilité vis-a-vis de molécules toxiques inductrices de
Iésions organiques a des doses sublétales et de la mort des poissons a des doses létales (Bruslé
et Quignard, 2004), soit indirectement en raison de leur toxicité propre, a cause des
modifications physicochimiques de I’eau et des perturbations biotiques qu’ils engendrent
( Bruslé et Quignard, 2004). D’autre part, les poissons eux méme sont susceptibles d'avoir été
exposés a des microorganismes et a des toxines naturelles, qui peuvent s'accumuler dans leur
chair. Donc la consommation habituelle et fréquente de ces poissons constitue un risque réel a

la santé publique [1].

Face a cette situation, nous avons proposé d’étudier la qualité des poissons (carassins
commun) peuplant un écosysteme aquatique lacustre (le canal Messida) en identifiant les
bactéries présentes dans les différentes parties de leurs corps.

Le canal Messida est un chenal artificiel reliant le lac Tonga (site RAMSAR) a la mer
Méditerranée, il constitue un corridor biologique permette aux civelles d’anguilles, et
quelques autre especes de poissons de se déplacer de la mer vers le lac et vice versa
(Benhalima et al., 2013).

Les eaux du canal Messida sont destinées a plusieurs activités : I’irrigation, la chasse,
la péche, et méme des activités touristiques. Au cours de la période haute eau, le canal

Messida constitue une zone de péche tres importante pour les habitants de la région, les
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poissons péchés par des méthodes artisanales sont vendus avec des quantités énormes, sans
savoir une idée sur la qualite de cet aliment ni sur la qualit¢ du milieu de vie, et
malheureusement, le cours d'eau Messida est 1’un des écosystémes qui est actuellement
menacé par les activités humaines ce qui peut constituer une menace considérable pour la

faune et la flore de la zone d’¢étude (Benhalima et al., 2013).

Dans le but de cerner I'état de santé des poissons peuplant les eaux du canal Messida,
nous avons effectué une analyse bactériologique des branchies, mucus et la chair d’un
poisson tres fréquent dans le site d’étude : le carassin commun Carassius carassius, en raison

de leur capacité de résistance et d’accumulation des polluant du milieu.

Donc les objectifs du présent travail sont:

v Détermination de la diversité bactérienne des différentes parties de corps du carassin
commun peuplant les eaux du canal Messida.
v L’¢étude de la résistance aux antibiotiques des bactéries isolées.

v L’évaluation des risques environnementaux et humains.

Nous avons organisé notre démarche en quatre chapitres :

e Le premier et le second est purement théorique rassemble d’une part les poissons des
eaux de surface et dangers abiotique et biologique et d’autre part la contamination
microbiologique des poissons et risques infectieux.

e Le troisieme est un chapitre expérimental consacré aux méthodes utilisées pour
I’analyse bactériologique et 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques.

e Enfin, le quatrieme chapitre, mentionne les différents résultats obtenus au cours de
notre étude sous forme des tableaux et des figures, avec une discussion et une

conclusion cloturant le mémoire.



Chapitre | Les poissons des eaux de surface et danger abiotiques et
biologiques

I. Les poissons des eaux de surface :

1. milieu de vie :

Les eaux de surface proviennent surtout des pluies, et elles sont constituées d’un
mélange d’eau de ruissellement et d’eau souterraine. Elles comprennent les eaux des grands
cours d’eau, des étangs et des lacs, ainsi que des petits ruisseaux des hauts pays alimentés

par des sources et qui recueillent les eaux de ruissellement des bassins versants [10].

Ces eaux constituent un milieu de vie pour plusieurs organismes vivants comme : des
insectes, des invertébrés, des vertébré parmi lesquelles les poissons qui sort des organismes
trés importants pouvant étre des indicateurs écologique de la qualité de leur écosystemes
aquatiques.

Les poissons ont besoin d’un milieu de vie qui lui permet de se nourrir et de se
reproduire, donc la qualité de I’eau joue un rdle important dans I’adaptation et la diversité de

ces organismes [11].
I1 existe trois catégories de poissons selon les types d’eau :

e Les espéces intolérantes qui dominent les eaux fraiches, claires et bien oxygenées,

e Les especes tolérantes qui adaptent avec les eaux chaudes, troubles et moins
oXygenees,

e Et les especes intermédiaires qui ont un seuil de tolérance intermédiaire par rapport

aux deux autres groupes (Ovidio et Philippart, 2008).

Actuellement une diversité extraordinaire de poissons dans le monde est connue, avec
plus de 26.000 especes. On les trouve dans différents types d’environnements tels que les
lacs, les lagunes, les ruisseaux, les rivieres, et les fleuves (Mbega, 2013). Depuis long
temps, les poissons des eaux douces constituent un élément socio-economique trés important

dans plusieurs pays (poillebauer et alliod, 2010).

2. Diversité ichtyologique :

Les poissons d’eau douce représentaient 38 pour cent de la production aquacole
mondiale en termes de quantité, et 34 pour cent en termes de valeurs en 2003.d’apres la
FAO, plus de 120 espéces de poissons d’eau douce sont élevées depuis 1950 (FAO, 2008).
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Alors que beaucoup de pays ont tendance a se concentrer sur les espéces indigenes, quelque
espéces telles que la carpe (Cyprinus carpio), le silure (Aminurus nebulosus), et le tilapia
(Oreochromis spp.) ont été a 1’origine de la création de secteurs aquacoles que 1’on peut

qualifier de globaux (Junnig et al., 2011).

L’ichtyofaune des eaux continentales d’Algérie est composée de 67 especes réparties
en 27 familles (6 espéces autochtones et 20 introduites) (Lounaci, 2012). Les Cyprinidés
dominent avec 22 espéces (33 %), suivis par les Cichlidés avec 8 espéces (10 %) et les
Mugilidés avec 7 espéces. La majorité des especes signalées sont recensées entre 1842 et
1989. Aphaniuss aourensis, est la derniére a avoir été signalée en 2006 par Blanco et al.,
(2006).Toutefois, la taxonomie de I’ichtyofaune Algérienne reste a ce jour incompléte,
notamment en ce qui concerne le genre Barbus. Selon Azeroual et al (2000), la diversité
décroit d’Ouest en Est ou le Maroc est la région de I’Afrique du Nord la plus diversifié¢e
avec 11 especes, suivi par I’Algérie avec 4 espéces et la Tunisie avec 2 especes (Chaibi,
2014).

Concernant les espéces introduites on peut distinguer trois grandes étapes
d’introduction : la premiere étape (1858-1924) au cours de laquelle 1’Algérie a connu
essentiellement 1’introduction de la carpe commune (Cyprinus carpio), le poisson rouge
(Carassius auratus), la tanche (Tincatinca) et la gambusie (Gambusia holbrooki) (Playfair
et Letourneux, 1871 ; Pellegrin, 1921 ; Seurat, 1930).

La deuxiéme étape (1935-1961) est surtout marquee par de nombreuses introductions
de la truite arc en ciel (Oncorhynchus mykiss) et de la truite macrostigma (Salmotrutta
macrostigma) au nord du pays et de Oreochromis macrochir et Tilapia zillii au Sud (Zouakh
et Bouhadad, 2002).

La troisieme étape (1985-2002) a été caractérisée d’une part par I’introduction de la
carpe herbivore (Ctenopharyngodon idella), la carpe argentée (Hypophthalmichthys molitrix),
la carpe marbrée (Aristichthys nobilis), le sandre (Sander lucioperca), le silureglane (Silurus
glanis), le brochet (Esoxlucius) et, d’autre part, par I’introduction de Pseudorasbor aparva
(Perdices et Doadrio, 1992 ; Chalabi, 2000 ; Zouakh et Bouhadad, 2002).
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La répartition des poissons est fortement influencé par la qualité et la morphologie
des cours d’eau, C’est pour cela elles sont considérées comme des excellents indicateurs a

longtemps de I’intégrité de I’écosystéme entier (poillebauer et alliod, 2010).
3. Les facteurs déterminant la répartition des poissons :

La répartition des poissons ne s’établit pas de maniére aléatoire. Elle dépend étroitement
des préférences écologiques des especes. Les conditions environnementales locales telles que
la température, la vitesse d’écoulement des eaux et la profondeur, déterminent la répartition
des especes. Ces conditions locales dépendent elles-mémes de facteurs de contrble plus
globaux comme le climat, la géologie ou la structure du réseau hydrographique. Il en résulte
une structuration des peuplements marquée a la fois par des modifications de I’amont vers

I’aval et des différenciations régionales (Jérome et al., 2009).

La diversité¢ des milieux aquatiques offre donc une grande diversité d’habitats ce qui
favorise la biodiversité de ces milieux. La qualité de 1’eau est un des facteurs les plus

importants pour conserver une bonne diversité et une bonne santé des poissons.
3.1. Les facteurs environnementaux :

Les principaux facteurs environnementaux de la biosphere que sont la température, la
salinité, la lumiére, I’oxygene, ’hydrodynamisme, le substrat, les nutriments et les polluants
contrblent 1’écophysiologie des poissons et déterminent leur distribution spatiotemporelle
(Bruslé et Quignard, 2004).

Une grande stabilité des habitats d’eau liée a I’hauteur d’eau constitue un facteur
important qui conditionnent la richesse spécifique des cours d’eau (Bruslé et Quignard,
2004).

Par contre sous I’effet de phénoménes naturelles ou de perturbations anthropiques le

nombre des habitats disponibles étant plus faible a cause de la diminution de I’espace vitale.

3.2.Les Facteurs anthropiques :
L'homme influe sur la répartition des animaux dans le milieu en déversant y des

polluants organiques (composés chimiques d’origine anthropiques proviennent des diverses
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activités humaines : urbaines, industrielles et agricoles ) et des polluants microbiologiques
(des bactéries, des virus, des parasites et des champignons proviennent principalement des
eaux usées et des activités agricultures)[5], qui sont capable d’introduire des effets

biologiques néfastes pour la flore et la faune aquatique (Tronczynski et al.,1999).

*Pollution organique :

Le déversement d'eaux chargées en matiéres organiques dans une riviére provoque une
perturbation sérieuse du milieu avec I'apparition de quatre zones successives dans le sens

du courant :

= en amont du rejet : une zone ou l'eau claire, douce et bien oxygénée montre une
population normale de poissons et d'insectes aquatiques (phrygane, éphémere)

exigeants en dioxygene.

= au niveau du rejet : une zone ou l'eau est trouble et colorée avec une population

tolérante de poissons et la présence de larves de chironomes.

= en aval du rejet : une zone ou l'eau est toxique, malodorante et contient des boues
flottantes. On y trouve des larves d'insectes peu exigeantes en dioxygene, comme

I'éristale, mais plus aucun poisson.

= plus en aval : une zone de restauration, avec un retour progressif a la qualité normale

de l'eau et du peuplement animal initial.

e Finalement, une pollution organique a des effets sur les eaux courantes car elle
provogue un changement complet du peuplement de la riviere en poissons et en
organismes invertébreés. Ces changements sont liés a la diminution en dioxygene due

a la décomposition des matieres organiques par des étres vivants [6].

*La pollution microbiologique :

Les eaux de surface véhiculent de nombreux microorganismes comme des bactéries,

des virus, des protozoaires, des algues (Pierre et al ; 1999).



Chapitre | Les poissons des eaux de surface et danger abiotiques et
biologiques

Toute modification provoquée par un contaminant sur la biologie d’un animal, que ce
soit au niveau moléculaire, cellulaire ou physiologique, peut altérer sa santé ou sa

reproduction.

Par conséquent, si I’exposition a ce contaminant est suffisamment importante (par la
dose ou la durée d’exposition), elle peut conduire a diminuer I’abondance de I’espéce

localement, voire mener a la disparition de la population (Bouchard, 2008).

L’attaque des poissons par des microorganismes pathogénes peut affecter la peau, les

branchies et méme le tube digestif, et le systeme nerveux.

Donc la pollution microbiologique est I’'une des principaux causes de 1’apparition de
maladies et des probléemes sanitaires voire méme de la disparition de plusieurs especes
(Pierre et al ; 1999).

Il. Les dangers abiotiques et biologiques :

1. Dangers abiotiques :

e la température :

L’activité métabolique des organismes aquatiques est également accéléree lorsque la
température de I’eau s’accroit (Villers et al., 2005).

La température de I’eau influe sur beaucoup d’autres paramétres. C’est en premier lieu
le cas pour I’oxygene dissous indispensable a la vie aquatique : Plus la température de
I’eau s’¢leve, plus la quantité d’oxygene dissous diminue. Une température trop ¢élevée des
eaux d’une riviere peut donc aboutir a des situations dramatiques de manque d’oxygeéne
dissoute pouvant entrainer : la disparition de certaines especes, la réduction de I’auto-
épuration, I’accumulation de dépdts nauséabonds (odeurs), la croissance accélérée des

vegétaux [7].

e pH:

Le pH d’une eau naturelle peut varier de 4 a 10 en fonction de la nature acide ou
basique des terrains traversées. Des pH faibles (eaux acides) augment en notamment le risque
de présence de métaux sous une forme ionique plus toxique. Des pH élevés augmentent les

concentrations d’ammoniac, toxique pour les poissons (Villers et al., 2005).
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Dans les deux cas les effets des valeurs extrémes de pH sont multiples et se traduisent
surtout par des lIésions de 1’épithélium branchiales et des modifications de ’hémoglobine du
sang (Bruslé et Quignard, 2004).

eL.’0xygéne :

Le taux de I’oxygéne est un parametre essentiel pour la fonction respiratoire et
apparait comme un facteur vital pour tous les poissons (Bruslé et Quignard, 2004).

Son manque peut provoquer la mort de nombreux poissons par asphyxie. Il est la cause
d’infirmités, de malformation, de trouble de la croissance et surtout d’affaiblissement,
favorisant le développement des bactéries [8].

Par contre, leur excés peut étre di a une végetation aquatique trop importante. Il peut
provoquer la maladie gazeuse : des petites bulles de gaz gonflent et crévent sur la peau. Les

poissons sont affaiblis et peuvent mourir de ces lésions ou d’infections [8].

e Lumiére et nutriments :

Des concentrations de nitrates et de phosphates trop importantes induisent le
phénomene d’eutrophisation (étouffement de la vie aquatique). Ces substances sont
normalement générées par la minéralisation de la matiére organique. Toutefois, présentes en
trop grande quantité suite a des rejets intempestifs, elles favorisent la prolifération d’algues
et de micro-organismes photosynthétiques qui réduisent la pénétration de la lumiere dans les
couches d’caux profondes. Si ces algues et microorganismes photosynthétiques produisent
de I’oxygene le jour, ils en consomment la nuit, et ces variations en concentration d’oxygeéne
peuvent étre fatales aux poissons. Par ailleurs, la décomposition des algues mortes induit
¢galement une consommation d’oxygene. Lorsque 1’eau est trop peu oxygénée, les
conditions d’anaérobiose risquent également de se traduire par une accumulation de
composeés ammoniaqués et de nitrites susceptibles d’intoxiquer la faune et la flore (Villers et
al., 2005).

Remarque : Les nitrates sont impliqués plus dans les perturbations des milieux aquatiques

marins que celles des eaux douces dont le phosphore est le principal limitant.

Habituellement, sans apport artificiel, les taux des nitrates et nitrites dans les eaux de
surface ne dépassent pas respectivement 10mg/litre et 1mg/litre (Bouhaous et bengharez,
2012).
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e Meétaux lourds

La plupart des métaux lourds sont présents naturellement dans les roches et les sols.
L'altération naturelle des roches et des sols peut entrainer la libération de métaux lourds dans
les lacs et les rivieres (TNO, 2004).

Ils précipitent sous forme de sulfures insolubles ou d’hydroxydes dans les conditions
anaérobies qui prévalent dans les eaux-vannes brutes et subissent une baisse de
concentration supplémentaire dans les conditions alcalines des bassins alimentés par des
rejets, car la solubilité des métaux diminue lorsque le pH augmente. Bien que les poissons
absorbent rapidement les métaux présents dans I’eau a travers leurs branchies et ceux
associés aux aliments dans leurs viscéres, ils sont capables de réguler les concentrations de

métaux lourds inorganiques dans leurs tissus musculaires [9].

Mais des concentrations élevées de certains métaux (fer, plomb, cuivre, zinc, etc..),
entrainent chez les poissons, une augmentation de la sécrétion de mucus et une destruction
de I'epithélium branchial. Il en résulte des difficultés respiratoires allant jusqu'a l'arrét de la

respiration (mort). L'empoisonnement par le plomb provoque en outre de lI'anémie [9].

e Chlore a I'état libre :
Le chlore a I'état libre est une substance trés toxique. Une concentration de 0,1mg par
litre est le plus souvent déja mortelle. Le chlore attaque les branchies qui s'éclaircissent et

qui sont détruites (mort par asphyxie) [9].

e Phénol et dérivés du phénol :

Ces composés organiques sont des poissons pour le systeme nerveux. De plus ils
endommagent I'épithélium branchial, l'intestin et le tégument. Par l'intermédiaire de la
circulation sanguine, le foie, la musculature et les ovaires sont également atteints.
L'empoissonnement par le phénol est d'une importance faible pour l'aquariophile et il est, le

plus souvent, incurable [9].

2. Dangers biologiques :
Lorsqu’ils sont présents en excés dans les eaux usées, les boues, les excréta ou les
engrais d’origine humaine, les nutriments (principalement de 1’azote et du phosphore)

peuvent contaminer les eaux de surface et provoquer une eutrophisation. A son tour,

7
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I’eutrophisation des sources d’ecau douce peut créer des conditions environnementales
favorables au développement de cyanobactéries produisant des toxines. Les toxines libérées
par ces cyanobactéries sont susceptibles de provoquer des gastro-entérites, des lésions
hépatiques, des troubles du systeme nerveux central et des irritations cutanées. L’exposition
chronique a des toxines cyanobactériennes a €té associée a des cancers du foie chez I’animal
et peut provoquer des effets similaires chez I’homme (OMS, 2013).

Dans les lacs et les réservoirs, certaines cyanobactéries d’eau douce forment des
colonies de cellules (par exemple Microcystis aeruginosa), parfois organisées en filaments
(comme celles de Planktothrix agardhiiou de P. rubescens) (Jacquet et al., 2011).

Les poissons et les végétaux accumulent passivement a leur surface des contaminants
microbiens. Ils concentrent dans leurs visceres les bactéries, les virus et les protozoaires
présents dans 1’eau. Dans le cadre de I’aquaculture alimentée par des rejets fécaux humains
et animaux (Bétails et oiseaux), ils peuvent concentrer des microorganismes pathogenes
pour ’homme car certains d’entre eux sont également présents dans I’eau. Il est rare que des
agents pathogenes (a I’exclusion des trématodes) pénétrent dans la chair comestible des
poissons (muscles). Cependant, si les poissons sont stresses (par exemple en raison du
surpeuplement, de la mauvaise qualité de I’ecau ou d’autres conditions), les bactéries et les
virus (il n’existe pas de données concernant les protozoaires) sont parfois en mesure de

pénétrer dans la chair comestible (OMS, 2013).

Actuellement, le sujet le plus discuté est la présence des bactéries antibiorésistantes
dans les milieux de vie des poissons et qui peuvent étre transférés par plusieurs mécanismes
et étre présentent chez les poissons. L’émergence et la propagation de la résistance aux
antibiotiques sont le résultat d’une pression sélective exercée par les agents antimicrobiens
et de la transmission de micro-organismes résistants. L’exposition a un antimicrobien
favorise la survie des souches bactériennes résistantes présentes dans une population. La
réduction de la pression sélective des antibiotiques est importante pour prévenir I’émergence
d’une résistance microbienne et préserver le plus longtemps possible I’efficacité des

médicaments disponibles (Sylvie, 2009).



Chapitre 1l | Contamination microbiologique des poissons et risques infectieux

I. Contamination microbiologique :

Les microorganismes se rencontrent sur toutes les surfaces externes (peau et
branchies) et dans les intestins du poisson vivant ou fraichement capturé. La charge
microbienne, trés variable, est de ordre de 102 a 10" germes/cm? de peau, et de 10° & 10°
germes/gramme de branchies ou d’intestins (Huss, 1988).

Cette grande variabilité reflete I’effet de I’environnement. Ainsi, des charges
microbiennes réduites (de 10 & 100 germes/cm? de peau) se rencontrent dans les poissons
provenant d’eaux froides et propres, alors que des charges €levées sont souvent associées a
des poissons capturées dans les zones polluées ou des eaux chaudes tropicales. De méme,
la charge microbienne des intestins du poisson reflete I’environnement et 1’alimentation,
des conditions de quasi-stérilité se rencontrant dans le poisson a jeun. Toutefois, des
travaux récents semblent indiquer, chez au moins une espece de poisson (Gadus morhua),
qu’une flore intestinale spécifique formée de bactéries a Gram négatif du type Vibrio a
une concentration d’environ 107/g se rencontrent dans tous les poissons, quelle que soit la

zone de péche, la saison ou la nature des aliments contenus dans I’estomac (Huss, 1988).

Il. Les risques infectieux :

Dans des circonstances idéales (conditions appropriées de I'eau, un régime comprenant
une variété de nourritures, conditions vides, et un environnement manquant d'autre effort)
les maladies affectent rarement des poissons. Habituellement les poissons tomberont
seulement malades quand quelque chose dans I'environnement n'a pas raison, ou quand le
nouveau poisson est ajouté au réservoir. Les poissons sains généralement ont les systemes
immunitaires forts et sont capables de résister a la plupart des microorganismes
pathogenes, mais quand l'effort affaiblit les poissons, le poisson devient plus susceptible

d’étre altéré ou méme d’étre malade [12].

1. Altérations des poissons :

1.1. Erosion :
v Description :

C’est une lésion de la peau ou des muqueuses caractérisee par la destruction
généralement lente et progressive des tissus superficiels suite a une lésion pathologique ou

traumatique avec un risque éventuel de surinfection.
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L’érosion peut étre profonde s’il y a destruction de la couche basale des épithéliums de

revétement.

Le terme érosion est également utilisé lorsqu’il y a nécrose de la partie distale des

nageoires (Girard et Pierre, 2007).

v' Causes principales :

Bactérioses (Vibriose, Flavobactériose...).

Parasites externes :(Hirudinées, des Copépodes...).

Carences nutritionnelles ou vitaminiques (Vitamine B,C,...).

Facteurs environnementaux défavorables (Température, Oxygene, pH,....).
Pollutions chimiques : HAP brut (Hydrocarbure aromatique polycyclique), Cd
(cadmium)...

Bralures (U.V. solaires), et engins de capture (Girard et Pierre, 2007).

v Symptomes :

Elle touche la couche superficielle du tégument qui devient endommagée ou

manquante, laissant apparaitre le tissu sous-cutané sous-jacent (Girard et Pierre, 2007).

1.2. Nécrose :

v Description :

C’est la mortification de cellules ou d’un tissu organique se produisant du vivant de

I’animal par suppression de I’irrigation sanguine, la nécrose, a la différence de I’ulcére, est

une lésion irréversible (Girard et Pierre, 2007).

v' Causes :

Les causes principales sont :

Bacteérioses (Flavobactériose, Vibriose, Pseudomonose) et viroses.

Parasites externes : (Hirudinées, des Copépodes...).

Pollutions chimiques : HAP brut (Hydrocarbure aromatique polycyclique),
cadmium, chrome, mercure, effluents de pate a papier, ...

Pathologies nutritionnelles (carences, toxicité du plomb) et carences vitaminiques
(vitamine C).

Bralures (UV), traumatismes, et cannibalisme (Girard et Pierre, 2007).
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v' Symptdmes :
Elle touche plusieurs parties d’un poisson comme :

o La peau : les premiers stades commencent par des Iésions pales, blanc-grisétres, qui
tendent a devenir noires par la suite, puis la peau se racornit et se desséche, restant
séparée des zones irriguées par un sillon qui la délimite de fagon précise.

o Le stade final évolue vers une perte de substance, c’est-a-dire une ulcération, de la
zone atteinte.

o Lanageoire : elle apparait déchirée, en lambeaux et ne subsiste, finalement, que sous
la forme d’un moignon de couleur blanchatre (Girard et Pierre, 2007).

1.3. Hémorragie :
v Description :

C’est une effusion ou extravasation de sang hors des vaisseaux sanguins (appareil
circulatoire) consécutive a un traumatisme ou a une lésion de ceux-ci, engendrée par

diverses causes (Girard et Pierre, 2007).

v Causes principales :
- Maladies infectieuses : septicémies virales et bactériennes.
- Traumatismes, irritations.

- Carence en vitamine A (Girard et Pierre, 2007).

V' Symptomes :
Elle symptome par des hémorragies qui sont divisees en plusieurs catégories :

- le purpura, qui se caractérise par 1’éruption sous la peau de taches rouge apparaissant
spontanément et de formes et de tailles variables.

- I’érythéme, qui est une congestion cutanée qui confere une couleur rouge a la peau, les
pétéchies, qui se présentent sous forme de petites taches superficielles lenticulaires
rouges ou rouge-violacé de quelques millimétres de diamétre voire moins.

- les ecchymoses, qui forment des taches violacées, aux contours irréguliers et imprécis,
de 1 a2 cm de diamétre.

- les hématomes, le sang provient de la rupture d’un vaisseau et s’accumule dans les

tissus, formant une poche plus ou moins grande.

11
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- les hémorragies franches, qui entrainent des pertes importantes de sang, soit a
I’extérieur du corps, soit dans les activités corporelles.

- Hémorragies de pétéchies : I'une des conséquences des hémorragies est I’anémie, qui
est une diminution de la quantité totale d’hémoglobine fonctionnelle circulante (Girard
et Pierre, 2007).

2. Les maladies infectieuses des poissons :

2.1. Les maladies digestives :

2.1.1. Ligulose :
v' Description :

C'est une sorte de ténia blanc, long de 20 a 40 mm. Il infeste la cavité abdominale des
poissons par l'intermédiaire d'un crustacé planctonique et d'un oiseau aquatique. Ce

parasite provoque de nombreuses mortalités [13].

v Cause :

La cause principale est le plérocercoide, appelé Ligula sp., se retrouve dans la cavité
abdominale des catostomes et des cyprinidés. Ces larves de couleur blanche sont longues
de 20 a 30 centimetres, mais atteignent parfois jusqu'a 75 cm et représentent méme jusqu'a
50% du poids du poisson. Le ver adulte pond ses ccufs dans les feces de ces oiseaux

aquatiques (Beaulieu et al ; 1990).

V' Symptdmes :

Le plérocercoide cause beaucoup de dommage chez les petits poissons, entrainant un
retard de croissance, la compression des organes abdominaux et I'oblitération ou l'atrophie
des gonades provoquant méme une castration parasitaire. De l'extérieur, le ventre des
poissons infestés est gonflé dans la région du cceur, la peau devient fine avec des enflures
irré-guliéres et parfois, la cavité abdominale éclate sur la pression, provoquant la mort du

poisson (Beaulieu et al ; 1990).
2.1.2. Gangréne des poissons :
v Description :

C’est une affection qui correspond a une mort cellulaire (nécrose) pouvant atteindre

une partie du corps comme le plus souvent un membre ou un organe [14].
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v' Cause :

La bactérie responsable de cette maladie est de type Edwardsiella tarda provenant a la
famille des entérobactéries [15].

v' Symptdmes :

Parmi les symptomes caractérisant cette maladie sont :

Hémorragie de pétéchies.

Présence dans le muscle de gangréne (petites a grandes) pleine de gaz nausée a bond [15].

2.1.3. Les atteintes cutanées :
a. Lafuronculose :
v" Description :
C’est une hémorragie qui touche les nageoires dorsale et adipeuse, la partie terminale

de l’intestin, la peau, la bouche, ’anus, peut atteindre le foie, les riens et la rate [16].

v Cause:
Un batonnet a Gram négatif nommé Aeromonas salmonicida est en cause.

Des poissons porteurs (sains et malades) sont la source de contamination la plus
fréquente. La bactérie peut cependant résister quelques semaines dans un environnement
humide. La transmission de cette maladie semble étre plus facile entre un poisson porteur
et un poisson naif, malgré que la transmission par voie mécanique (p.ex. équipement

contaming) soit une possibilité (Ulhand, 2004).

v' Symptémes :
C’est une maladie qui peut montrer une mortalité tres importante avec ou sans signes
cliniques. Les signes les plus souvent notés sont des hémorragies cutanées au niveau des

nageoires pectorales et pelviennes, ainsi que sur le tissu branchial.

Les poissons qui ont survécu a une épidémie peuvent développer des furoncles
intramusculaires contenant un liquide épais et sanguinolent (tissu et sang nécrotique, et des

bactéries).
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Ce type de lésion est indicatif d’une infection chronique qui origine probablement d’une

infection initiale survenue lors de la saison estivale précédente (Ulhand, 2004).

b. La maladie de la selle/la maladie de I’eau froide :

v’ Description :

Ce sont des ulcérations cutanées constatées autour de la nageoire dorsale (Ulhand,
2004).

v' Cause :

Flavobacterium columnare / Flavobacterium psychrophilum, sont des bactéries a
Gram négatif en forme de batonnet filamenteux, qui causent les maladies cutanées chez les
poissons. Comme pour la maladie bactérienne des branchies, ces bactéries sont
omniprésentes dans 1’environnement aquatique, et les poissons qui en sont affectés sont
¢galement une source d’infection importante pour d’autres poissons. Les dommages a
I’épiderme (manipulations brusques), les extrémes de températures (températures basses
(<4°C) dans le cas de Flavobacterium psychrophilum et les températures élevees (>18°C)
dans le cas de Flavobacterium columnare sont les principaux facteurs de risque pour ces
maladie cutanées (Ulhand, 2004).

v' Symptdmes :

Les signes clinique peuvent commencer par de légéres érosions des nageoires (dorsale
et caudale le plus souvent) dans les cas séveres, une érosion complete de la nageoire
impliguée est possible avec nécrose de la peau et du tissu musculaire environnant (Ulhand,
2004).

c. Gyrodactylose :
v Description :

C’est une maladie qui touche la peau des poissons et affectant aussi (les nageoires : taches

sanguinolentes punctiformes, nécrose) (Euzéby, 2008).

Elles peuvent causer de graves dégats, et sont précurseurs d’infections bactériennes

secondaires (Alexander, 2005).
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v Cause :

La cause principale est les Monogénes, qui sont des métazoaires parasites de petite taille
(quelques dizaines de micrometres a plusieurs millimetres), ayant un cycle biologique direct,
c’est a dire sans hote intermédiaire (Silan et al., 1999).

De la famille des Gyrodactylidae, des genres Gyrodactylus. La famille des Gyrodactylidae
sont des vers ectoparasites dont la longueur varie entre 0.3 et 1.00 mm (Uhland et al., 2000).
Ce sont des vers qui peuvent se reproduire extrémement vite quand le milieu est favorable et
ils se répandent sur les branchies et la peau de leur hote (Alexander, 2005) a I’aide de petits
crochets situés dans la région caudale et d’un organe de fixation situé prés de la téte (Uhland
et al., 2000).

Symptémes :

La fixation du parasite et ses activités d’alimentation irritent la peau et les branchies
du poisson et predisposent ces organes aux infections secondaires. Lors d’infections sévéres,
Le poisson révele alors une peau surchargée de matériel cuticulaire (Alexander, 2005).La
production de mucus dans les régions atteintes s’accroit, ce qui donne un aspect luisant et
bleuatre aux lésions. On note egalement des lésions épitheliales hyperplasique, des ulcéres
cutanés, une necrose du bout des nageoires et des difficultés respiratoires. (Uhland et al.,
2000), lls se transmettent par contact direct seulement aux poissons de la méme espece en
raison de leur grande specificité. (Alexender, 2005).

En Inde, de fortes infections cutanées entrainent chez les Cyprinidés une perturbation
des couleurs, la perte des écailles, I'érosion de la peau et une production excessive de mucus
(Uhland et al., 2000).
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Tableau 01 : Liste de maladies d’origine bactérienne rencontrées ou pouvant apparaitre

chez les poissons [17].

Nom de la Maladies

Agent causal

Principaux symptomes

Bactériose

septicémique

Aeromonas hydrophila,

De la famille des
Vibrionaceae

eAnorexie.

«Nage littorale.

«Nécrose profonde évoluant en
lésions ouvertes.

«Exophtalmie.

«Dégénérescence des nageoires.

eIntestin vide d’aliment.

Maladie causée par

Edwardsiella ictaluri

Edwardsiella ictaluri
famille des

Enterobacteriaceae

« Sévére hémorragie de la peau.
« Forte rougeur des machoires.

« Ballonnement.

o Lésions tres ouvertes au milieu

de la téte.

Vibriose

Vibrio anguillarum,

famille des Vibrionaceae

e Symptomes semblables a ceux
d’Aeromonas hydrophila. Taux
de mortalité 70 & 80 % dans

forme sévere.

Septicémie causée par

les streptocoques

Streptococcus sp. , famille

des Streptococcaceae

eHémorragie operculaire.

eInflammation tout au long de la
dorsale.

«Saignement anal.

eHydropisie (poisson ballonné
avec des écailles dressees).

«Augmentation (10 fois) de la bile.
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Suite de tableau 01 :

e Surface rugueuse du corps.

e écailles érigées et les sacs des écailles

Maladie des Pseudomonas punctuta remplis de sang.
ecailles e difficulté de respiration et de garder
erigées I’équilibre.
e ventre gonflé et mouvement lent.
e mortalité élevee.
e Taches rondes et rouges sur la peau et les
muscles pres de ’anus des poissons.
e perte d’écailles.
Stigmatose Aeromonas punctata epourriture de la peau et des muscles

atteignant méme les os.
e physiquement faibles et mouvements lents.
e alimentation tres réduite.

e meurent finalement par épuisement.

2.1.4.Les maladies respiratoires :

a. Hyperplasie des branchies:

v’ Description :

C’est une atteinte des branchies par une bactérie : Flavobacterium branchiophila. Des

facteurs prédisposant comme des stress ou une mauvaise qualité de 1’eau ont été évoqués

pour expliquer le développement de I’infection mais, la maladie a pu étre reproduite chez

des poissons élevés dans de bonnes conditions (BARBIER, 2013).

v Cause :

Flavobacterium branchio philium est la bactérie la plus souvent impliquée dans le

syndrome "maladie des branchies™" ou "bacterial gill disease "(BARBIER, 2013), C’est une

bactérie non mobile a Gram négatif. Cette bactérie est un habitant normal de

I’environnement aquatique (Uhland et al., 2000).
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v' Symptdmes :

La multiplication des bactéries sur les tissus branchiales entraine 1’hyperplasie des
cellules épithéliales et la fusion subséquente des filaments branchiaux. Le tissu branchial
affecté est enflé, et sa surface rose pale est luisante. Les Iésions diminuent la capacité des
branchies a extraire 1’oxygéne du milieu aquatique environnant. Les poissons se tiendront

souvent a la surface de ’eau ou la teneur en oxygéne est plus élevée (Uhland et al., 2000).

b. Trypanoplasma
Description:

C’est une maladie qui affecte les branchies des poissons entrainant ainsi des difficultés

respiratoires ou une respiration rapide [18].
v Cause :

Causée par un protozoaire Cryptobia branchialis de (0.02) de millimetre. Ce

parasite est présent dans le sang [18].
v' Symptdmes:

Les symptdomes de cette maladie sont plus ou moins nombreux. La maladie
est constatée par la coloration foncée du poisson atteint, une augmentation de mucus, la
viscosité de la peau, perte d’écailles, la difficulté respiratoires ou une respiration rapide, la
diminution de I’appétit et la perte de poids. Les infections bactériennes secondaires a un
stade avancé peuvent en général provoquer des correctifs de la peau (pale ou rouge) et

aussi la pourriture des nageoires [18].

c. Ergasilus :
v’ Description :
C’est une érosion de I'épithélium sur les branchies des poissons. Il en résulte alors une
infestation massive se traduisant par une détresse respiratoire et des troubles métaboliques
graves (FOIN Alexander, 2005).

v' Cause :

Ergasilus sp. Ressemble a un Cyclops, mais ses antennes se sont modifiées en crochets
pour lui permettre de se fixer sur un poisson. Le male mesure environ un (1) mm et la
femelle un et demi (1.5) a deux et demi (2.5) mm. Seules les femelles sont parasites. La

femelle s'attache alors a un hote et produit ses ceufs tous les trois ou douze jours, dépendant
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de l'espece et de la température. Les larves vivent a I'état libre. Seules les femelles
hibernent sur le poisson (Beaulieu et al., 1990).

v' Symptomes :

Les symptdomes de cette maladie appariassent par la fixation de copépodes
ectoparasites sur les branchies et méme, dans les cas d'infestation massive, sur la peau et
les nageoires. lls provoquent des adhésions entre les filaments et entravent bientét la
respiration du poisson.

On constate une perte de sang importante et des infections secondaires, telles que la
pourriture des branchies (Beaulieu et al., 1990).

Ce parasite causant aussi des plaies, le poisson peut subir une surinfection bactérienne
ou mycosique et entraine un retard dans la croissance et la maturité sexuelle (Beaulieu et
al., 1990).
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Les travaux de laboratoire ont été réalisés au niveau de laboratoire de microbiologie de
département de biologie de I’Université de Guelma.

1. Présentation de la zone d’étude

1.1.Description du canal Messida :

a. Situation géographique

Le canal Messida est un Oued artificiel creusé par les frangais pendant I’époque
coloniale afin d’assécher le lac Tonga. Il présente une altitude égale a 0 et de ce fait il coule
dans les deux sens suivant le niveau d’eau du lac. Ainsi, en hiver I’écoulement se fait du lac

vers la Méditerranée et en été, il coule dans le sens inverse (Zeraoula, 2011).

Le canal Messida reliant le lac Tonga (site RAMSAR) a la mer méditerranée est
localisé dans le Parc National d’El-Kala (PNEK) a I’extréme Nord-Est de I’ Algérie (Fig.1).

Il est limité par le lac Tonga au Sud, la mer Méditerranée au Nord, les plaines de la
commune de Souarekh a 1’Ouest et les pinedes qui fixent la plus grande partie de la dune de la
plage Messida a I’Est.

Ses coordonnées géographiques sont comprises entre 36° 53 60 N et 8° 31 0 E, a
environ 22 km de la frontiére Algéro-Tunisienne a I’Est et a I’Ouest d’environ 11 km de la
ville d’El kala.

Le canal est alimenté par les eaux du lac qui est considéré comme le distributeur
principal de I’Oued, ainsi que par deux autres distributeurs secondaires : la nappe dunaire de

Maloul et la nappe dunaire de la pinede Tonga voisine surtout dans la période seche ou ces

deux nappes dégagent les eaux vers I’Oued (Zeraoula, 2011).
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Figure 01 : Carte de localisation du site d’étude (Google Earth, 2015).
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b. Caractéristique du canal Messida :
Les caractéristiques du canal Messida sont résumées dans le tableau suivant :
Tableau 02 : les principaux caractéres du canal Messida

( Bazine et Bourenane,2011).

Cours d’eau Canal Messida
Type Canal

Largeur moyenne (m) >3

Profondeur moyenne (m) 1-2.5

Vitesse du courant Modéree

e A dominance : de sable
Type du terrain (lit du cours d’eau)

Peu de : gravier, grosses pieces, boue

Branches

Feuilles

Conditions du fond
Peu de déchets

e Matiére organique en décomposition

Structure des bords Naturelle

Exposition Ouvert

e Sur les bords :abondante
Végétation aquatique
e Au milieu : modérée

e Auberge

e Agriculture
Environnement aux alentours
e Paturage

e Quelques habitations
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c. Diversité biologique du canal Messida :
De par sa localisation, le canal Messida héberge une faune et une flore bien diversifiée.
e Lafaune:

Le canal Messida constitue un habitat pour plusieurs especes animales d’immenses

valeurs [2]:

- Des oiseaux migrateurs et hivernant (dont des canards, foulques et autres).
- Des poissons d’eau douce (I’anguille Anguilla anguilla, la Carpe commune Cyprinus
cyprio, la Gambusie Gambusia affini, carassin commun Carassius carassius...).

- Des herbivores et des insectes.

La faune recensée, reste insuffisante et ne représente qu’une fraction de la véritable

richesse biologique du site.
e Laflore:

Le lit du canal Messida est caractérise par une organisation typique de végétation, sa

superficie est encombrée d’herbiers flottants, d’hydrophytes courant le plan d’eau en partie.
La végétation aquatique est a dominance de :

Lamnaminor callitriche sp., Lemnatrisulca, Nymphaea alba, Alisma plantago aquatica, Mille

feuilles Myriophyllum spicatum, Typha angustifalia, Veronica sp. et Cynodondactylon.
d. Intérét écologique du canal Messsida :
Les eaux du canal sont destinée a :

- L’agriculture qui est le premier secteur de consommation d’eau, notamment pour
I’irrigation (au niveau de la pépiniére du Tonga).

- Corridor biologique permette aux civelles d’anguilles et autre espéces de se déplacé de
la mer vers le lac Tonga et vice versa.

- Ecosysteme recele une diversité biologique importante par la faune et la flore qu’elle
abrite, ce qui lui confere un réle de conservation important (reproduction,
développement).

- Lieu ou les animaux qui vivent aux alentours (vaches, chévre, chevaux...) abreuvées
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- Offre un milieu favorable aux scientifiques et aux chercheurs qui engagement leurs
recherches sur diverses problématiques liees aux milieux aquatiques.

- Place pour la chasse, la péche, loisirs, et activités touristique.

2. Présentation de I’espéce étudiée : le carassin commun :

2.1. Identification, biologie et morphologie du modele biologique :

Le carassin commun est un poisson typiquement lacustre, peuplant les eaux dormantes,
tiedes ou chaudes. Il fréquente les zones littorales des lacs, les étangs peu profonds et les
marécages. Il abonde en Roumanie dans les secteurs du Danube (Papadol, 1969) a courant
lent (il est rarement présent dans le lit majeur du fleuve) et surtout dans les eaux stagnantes
(bras-morts, zones inondables et marais du delta). Il est apte a supporter des eaux saumatres

de salinité maximum de 10mg/l (Bruslé et Quignard, 2013).

Le carassin commun est un poisson qui existe en Algérie depuis tres longtemps, mais ne
fait pas partie de sa faune naturelle. Il s’agit d’espéce introduite. D’aprés les données
historiques, la premiere est arrivée en 1860 dans les oueds de la Mitidja dans le but de
développer la péche continentale et s’est parla suite répandu sur tout le territoire, la seconde
en 1930 dans un but ornemental (Kara, 2013).

Sa biologie est comparable a celle de la carpe Cyprinus carpio, il est sensible aux eaux
froides et en raison de son caractére thermophile, recherche les eaux chaudes (15 a20°C), il
supporte jusqu’a 30°C et plus. Trés rustique, le carassin commun présente une grande
résistance au manque d’oxygeéne, a I’acidité des eaux (pH 4,5) et aux pollutions, d’ou sa
grande faculté d’adaptation (avec une capacité d’hibernation par enfouissement dans la
vase).Grégaire, il vit par groupes et affectionne les zones riches en végétaux aquatiques
(Bruslé et Quignard, 2013).

Le regime alimentaire du carassin commun est a base des plantes aquatiques et des petits

organismes benthiques, en particulier des larves de chironomes. Les juvéniles (<10 cm), qui

sont les plus vulnérables a la prédation, consomment une plus faible quantité de proies

(Invertébrés) en présence d’un prédateur, la perche Perca fluviatilis, qu’en son absence

(Paszkowski et al,. 1996 ; Bruslé et Quignard, 2013).
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Le carassin mesure 20 a35 cm, maximum 50 cm, et pése jusqu’a 1 Kg (Bruslé et
Quignard, 2013). La couleur de son dos est brunétre a reflets verdatres, flancs brun-jaunatres a
reflets mordorés et ventre blanc-jaunatre avec une tache sombre sur le pédoncule caudal
(Fig.2) (Bruslé et Quignard, 2013).

La maturité sexuelle du carassin commun est atteinte au cours des 2°-3° ou 4° années de
vie selon les latitudes (a une taille de 11-13 cm et un poids de 85-100g). La maturation
sexuelle des femelles est conditionnée par des températures chaudes en photopériode longue
(Papadol, 1969).

La saison de reproduction commence en mai et dure jusqu’a environ juin/juillet en Europe
a des températures supérieurs a 18°C. La reproduction a lieu dans des biotopes avec une
végeétation submergée dense. Les femelles pondent individuellement avec plusieurs males.
Les males suivent les femelles matures, souvent avec beaucoup d’ébats frénétiques puis les
femelles pondent 3 a 5 fois durant la saison.

Les ceufs sont collants et sont attachées aux feuilles de plantes aquatiques [3].

Figure 02: le carassin Carassius carassius((a) : Engelhardt, 1998 ; (b) :
(photos prise par Rezig, 2015).
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2.2. Position systématique de carassin Carassius carassius [23] :
Embranchement: Chordata
Sous-embranchement: Vertebrata
Super- classe : Osteichthyes
Classe : Actinopterygii
Sous-classe : Neopterygiiteleostei
Super- ordre : Ostariophysi
Ordre : Cypriniformes
Sous- ordre : Cyprinoidea
Famille : Cyprinidae
Genre : Carassius

Espece : carassius

2.3. Intérét :
Le carassin commun est couramment utilisé dans les chenaux et bassins envahir par une

vegeétation aquatique nécessitant la pratique (couteuse) de fréquents faucardages.

Sa consommation de macrophytes et d’algues filamenteuses permet de réduire cette
biomasse végétale et favorise une production animale de qualité. Cette espéce est donc
devenue populaire pour la gestion rationnelle des plans d’eau et le controle de la végétation
aquatique (Fischer et Lyakhnovich, 1973) toutefois, sa présence dans des canaux d’irrigation
peut conduire a une disparition de la végétation utilisée par un certain nombre de Cyprinidés
phytophiles.

Ce poisson profite parfois du réchauffement des eaux et occupe la place laissée vacante
par la disparition des espéces souffrant d’une dégradation de leurs habitats (Bruslé et Quignard,
2013).

3. Stratégie d’échantillonnage :

3.1. La péche du carassin commun :

Trois espéces de poisson sont recensées dans le canal Messida durant notre période
d’étude : I’anguille Anguilla anguilla, le Carassin Carassius carassius et la Gambusie
Gambusia affinis. Seul le carassin fait 1’objet de notre étude a raison de Sa présence abondante

et sa consommation dans la région d’étude.
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Les poissons sont capturés par un systeme de nasse au niveau de trois points
d’échantillonnages (Fig.3).

» Premier point d’échantillonnage (S1): I’exutoire du lac Tonga (36°53’1.70”°N,
8°31°47.03°E), avec une profondeur maximal d’eau de 1,20 m.

> Deuxiéme point d’échantillonnage (S2): au centre du canal (36°53°51.63”°N,
8°31°8.61”’E).

> Troisieme point d’échantillonnage (S3): I’embouchure de la Méditerrané (environ
100m de la mer), sa profondeur maximale d’eau est d’un métre (36°54°26.91°°N,

8°31°6.79’E).

Ces sites présentent des caractéristiques biotiques et environnementales assez similaires
(Benhalima et al., 2013), une accessibilité facile et un impact anthropique remarquable (péche

artisanale, fréquentation touristique, rejets des dechets...).
Remarque :

La nasse utilisée est un piége destiné généralement a la capture des poissons, classé dans
la catégorie « péche aux engins », elle a une hauteur de 0,65 m, un diamétre de 0,70 m et des
mailles avec un diametre de 27 mm. Son principe est relativement simple: Attirer
généralement par un appat positionn¢ a Dintérieur de la nasse, le poisson guidé par
I’entonnoir, pénétre dans la nasse par le goulot plus ou moins étroit. Et une fois a ’intérieur, il
lui est bien plus difficile de s’en échapper. Les nasses doivent étre couchées. Chaque engin est

lesté par une grosse pierre qui la fixe au fond (Ghachem, 1984).
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Troisieme point de prélevement (S3)

Figure 03 : vues générale des points de prélevements (Google Earth, 2015).
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3.2.Fréquence et transport des échantillons :

Un échantillonnage mensuel est réalisé dans les 3 points de prélevement durant la période

s’étalant de février a Mars 2015.

L’¢étude bactériologique a nécessité ’utilisation de 2 a 3 individus (selon la taille) par
point de préléevement; les poisson destinées a cette étude sont recueillies dans des sacs
propres et étiquetés (date et heure, point de prélevement, espéce) puis entreposés dans une

glaciere désinfecté et maintenue a une température comprise entre 4°C a 6°C.

Les analyses bactériologiques ont été débutées dans un délai maximal de 24 heures, apres
le recueil de I’échantillon (Rodier et al., 2009).

4. Méthode d’analyse :

4.1. Examen macroscopique des poissons :

Sur chaque poisson fraichement péché ont été entrepris in situ des examens
macroscopiques externes destinés a noter toute altération ou Iésion éventuelle et détermination
de la prévalence globale des poissons atteints (P%) selon la méthodologie « Code
pathologique » (Girard, 1998).

L’outil « Code pathologique » est un bio-indicateur pertinent a la fois de la qualité de 1’eau et

du milieu et de la qualité du peuplement et des populations en place (Girard, 1998).

Girard (1998) estime que la qualité de I’cau ou des habitats est altérée lorsque la prévalence

(P%) des lésions externes est supérieure a 5% conformément a la grille suivante :

Tableau 03: codes pathologiques (Girard 1998).

Prévalence Qualité de ’eau et de Classe agences de I’eau
I’habitat

<1% Excellente 1A

1-5% Bonne 1B

5-20 % Médiocre 2

20-35% Mauvaise 3

>35 % Tres mauvaise HC
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4.2 Détermination du poids, sexe des poissons et le pH des différentes parties du
corps:
o les individus ont été pesés a I’aide d’une balance de précision (SCOUT™ Pro, 2009)
(Fig 4).

Figure 04: détermination du poids des poissons (photos prise par Dali, 2015).

o La distinction des sexes est relativement aisée notamment durant la période de
gameétogenese avancée ; en effet, elle est basée sur la couleur du gonade qui est
blanchatre chez les males et rose saumon a orange chez les femelles. Pour ce faire, les
poissons sont nettoyées, ouvertes et sexées d’aprés 1’observation macroscopique de la
coloration des gonades.

o Afin de déterminer le pH de chaque partie du corps a étudier, nous avons homogénéisé
chaque échantillon dans I’cau distillée stérile (v : V) puis nous avons mesure le pH a
I’aide d’un pH-metre (HI 2211 pH/ORPMeter) (FAO / OMS, 2011).

5. Analyse bactériologique :

Dans la présente étude nous avons isolé le maximum des bactéries présentes dans
différentes parties de corps du carassin commun peuplant les eaux du canal Messida. Les

parties étudiées sont : le mucus, les branchies et la chair.

Dés I’arrivée au laboratoire, on a placés les poissons dans une zone stérile sur un plateau
métallique stérilisé préalablement a 1’autoclave (120°C pendant 20 minutes), afin de prélever

les différentes parties de corps du carassin commun.
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Choix des parties du corps : la localisation des bactéries du poisson au niveau des
branchies et la peau est expliquée par le contact direct avec 1’eau lors de la respiration et le
déplacement, donc I’étude de ces parties nous donne une idée sur la qualité de ’eau dans
laquelle le poisson a été péché selon Bourgeois (1988). L’étude de la qualité de la chair nous

permet d’envisager le risque sanitaire liée a la consommation de ces poissons.

5.1.Méthode de collecte des différentes parties du corps du poisson :
» Lemucus:

- A l’aide d’un écouvillon stérile, prélever le mucus dorsale du poisson sur une surface
totale de 50 cm?, le mucus ventrale n’a pas été prélevé puisque ce dernier peut étre se
contaminé par les secrétions intestinales et génitales.

- Immerger 1’écouvillon dans 5 ml d’eau physiologique stérile afin d’obtenir une
solution mere (Fig.5).

- Mélanger pendant 10 minutes (Ozaktas et al., 2012).

(@) (b)

Figure 05 : (a) Prélevement et (b) préparation de la solution mere de Mucus

(Photos prise par Aouadi, 2015).

» Branchie et chair : (Fig. 6, 7)
- Couper a I’aide d’un scalpel stérile et en zone stérile les parties a étudier.
- Peser aseptiqguement 10 g de chaque partie (branchie, muscle), puis la déposée dans 90
ml d’eau physiologique a 0,85 % et broyer (a2 I’aide d’un mortier et d’un pilon en
porcelaine préalablement stérilisés) et mélanger pendant 2 minutes pour obtenir une

solution mere (Borges et al., 2014).
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(c )broyage (d) suspension mere

Figure 06 : Méthode de prélévement et de préparation de la solution mére des
branchies (photos prise par Rezig, 2015).

(c)broyage (d) solution mere

Figure07 : méthode de prélevement et de préparation de la solution mére de la chair
(photos prise par Dali, 2015).
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5.2.1solement et identification des bactéries présentes dans les différentes parties du corps

de poisson :

5.2.1. Entérobactéries (schéma 01):
a. Isolement :

% Pré Enrichissement :
Cette étape a été réalisée uniquement pour la recherche des Salmonelles et Shigelles.

Le pré-enrichissement s’effectue sur le milieu eau péptonée tamponnée D/C réparti a
raison de 10 ml par flacon. Ce dernier sera donc ensemencé a ’aide de 10 ml de la solution

mere & analyser, puis incubé a 37°C pendant 18 a 24 heures (Larpent, 1997).
% Enrichissement:

- A partir du milieu de pré-enrichissement, nous ensemengons un bouillon au Selénite-

Cystéine avec un volume d’échantillon correspond au 1/10 du volume du bouillon.
- L’incubation se fait donc a 37°C pendant 24 h (Larpent, 1997).

% Isolement (proprement dite):
Trois milieux de culture ont été utilisés :

e La gélose Mac Conkey: milieu sélectif pour les entérobactéries en général, elle
permet I’élimination de la flore secondaire grace a I’action de deux inhibiteurs : le
cristal violet (inhibiteur de la flore Gram positive) et les sels biliaires (sélection des
Entérobactéries). (Larpent, 1997).

e La gélose Hektoen: c’est le milieu de choix pour I’isolement des entérobactéries
pathogenes. Ce milieu permet une premiére orientation quant a I’identification de
I’espéce isolée sur la base de l’attaque de trois glucides : lactose, salicine et
saccharose. Une différenciation supplémentaire (présence de thiosulfate et de citrate
de fer dans le milieu) qui se traduit par des colonies a centre noir dd a la formation de
sulfure de fer (Larpent, 1997).

e La gélose Salmonella-Shigella (SS) : c’est le milieu sélectif des Salmonelles et des

Shigelles. 11 contient du vert brillant, sels biliaires et de fortes concentrations en thiosulfates
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et en citrate inhibent totalement la croissance de la microflore secondaire Gram positive ainsi

que celle de nombreux coliformes et Proteus (Larpent, 1997).

Les géloses SS, Hektoen et Mac Conkey ont été ensemencés avec 0.1 ml de culture
prélevée en milieu d’enrichissement. Toutes les boites sont incubées & 37° C pendant 18 a 24
H (Larpent, 1997).
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\_

Pré enrichissement

Suspension
mere

——~ €— 10 ml de I’cau peptonée tamponnée

N———

Incuber a 37° C pendant 18 a 24h

|

Enrichissement

<€— Bouillon au Sélénite Cystéine

Incuber a 37° C pendant 18 a 24h

0,1 ml

Mac Conkey SS Hektoen

|

Incuber a 37° C pendant 18 a 24h /

Schéma 01 : Isolement des Entérobactéries (Larpent, 1997).
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b. Identification :
» Examen macroscopique :

A I'eeil nu, on peut distinguer les caractéristiques d'une colonie : La forme du relief, la
taille, la couleur, l'aspect (collant, filamenteux...), l'odeur, la transparence, et l'allure des
contours (Light foot Nigel Francis, 2002).

L’aspect des colonies suspectes des entérobactéries sur chaque milieu de culture utilisé

est représenté dans le tableau suivant :
Tableau 04 : Aspects culturaux des Entérobactéries sur les milieux sélectifs

(Rodier, 2005).

Milieu
Micro-organismes Colonies
d’isolement
-E. coli. -Grandes, rouges.
Mac Conkey | -Salmonella, Shigella et autres. -Incolores, transparentes.
-Enterobacter, Klebsiella. -Grandes Roses, visqueuses.
-E.coli, Citrobacter, Klebsiella, - jaunes saumon.
Enterobacter, Serratia, Arizona.
-Citrobacter freundii, Proteus vulgaris. - jaunes saumon a centre noir
Hektoen -Proteus mirabilis, Salmonella. -bleues ou vertes a centre noir
-Shigella, Providentia, Proteus morganii, - blanchatres ou vertes.
Proteus rettgeri, Salmonella a H,S négatif.
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Suite du tableau04 :

-Salmonella a H,S(+),Proteus vulgaris - incolores a centre noir
et mirabilis
-Salmonella a H,S(-), Shigella, Serratia, -incolores transparentes
SS Proteus morganii
-Proteus rettgeri, Providencia -des colonies a centre orangé

» Examen microscopique :
e Etat frais:

L’examen microscopique a I’état frais permet d’apprécier a la fois la forme, le mode

de regroupement et la mobilité des bactéries isolées (Light foot Nigel Francis, 2002).
Technique :

- Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame.

- Prélever a I’aide d’une anse de platine une fraction de la colonie sur milieu gélosé.

- Effectuer une suspension homogéne dans la goutte d’eau physiologique en incorporant

I’inoculum.
- Recouvrir d’une lamelle en évitant la formation de bulle d’air.

L’observation s’effectue a faible luminosité a 1’objectif X10 puis X40 (Light foot
Nigel Francis, 2002).

e Coloration de Gram :

Cette coloration aide a déterminer deux grands groupes appelés Gram positif et Gram
négatif .Elle nous permet aussi de connaitre la morphologie et le mode de regroupement de
bactérie (Degrement, 2005).
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e Principe :

La coloration de Gram ou coloration différentielle s’effectue de la maniére suivante :

- Préparation d’un frottis bactérien : on préléve la colonie bactérienne a identifier, et on
I’étale sur une goutte d’eau physiologique déposée sur une lame propre puis on la fixe par

simple passage sur la flamme du bec bunsen.

- Coloration par le violet : chaque frottis fixé a la chaleur est coloré pendant une minute au

violet de Gentiane, il est ensuite laver rapidement par 1’eau courante.
- Mordancage : traité durant une minute par la solution de Lugol et laver a ’eau.

- Décoloration : en traitant avec I’alcool ,C’est une étape critique ,on fait couler le solvant sur
frottis pendant une a trois secondes puis laver immédiatement a I’eau courante .A ce stade ,les

cellules Gram négatives seront incolores , les cellules Gram positives restent violettes.

- Recoloration : on soumet le frottis durant trente secondes a une courte coloration par la
fuchsine pour recolorer les cellules Gram négatives présentes puis rincer et sécher entre deux

feuille de papier buvard propre .

- Examiner le frottis : a immersion a 1’objectif X100 (Joffin et Leyrol, 2003).

e Lecture:
Les bactéries Gram positif sont bien colorées en violet alors que les bactéries Gram

négatif sont bien colorées en rose.
» Recherche des enzymes respiratoires:
e Oxydase :
Principe :

Ce test a la base de I’identification des bactéries Gram-, permet de mettre en évidence
une enzyme : la phényléne diamine oxydase des bactéries a partir de leur culture en milieu

gélosé.

Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N diméthylparaphénylene diamine.
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Technique :

Déposer un disque pré-imprégné par le Réactif N diméthylparaphényléne diamine
(disque oxydase) sur une lame propre.

Imbiber le disque d’une goutte d’eau distillée stérile.

Déposer au-dessus une colonie a I’aide d’une pipette Pasteur.

Etaler la colonie sur le disque.

Attendre 3 a 5 secondes (Light foot Nigel Francis, 2002).

Lecture :

Si la colonie prend une teinte rose, violette. Le germe possede une oxydase : le test est
positif.
Si la colonie reste incolore, le germe ne possede pas d’oxydase, le test est négatif

(Light foot Nigel Francis, 2002).

Nitrate réductase :

Principe :

Certaines bactéries peuvent utilisées les nitrates comme accepteur final d’électrons,
c’est la respiration nitrate.
La Nitrate Réductase est une enzyme catalyse la Réduction des nitrate en Nitrites

suivant la Réaction suivante : (Delarras, 2000).

NOs; +2H" Nitrate Réductase NO,” + H,O _

Techniques :

Ensemencer un bouillon nitraté (1% de KNOg3) avec de la suspension bactérienne a
étudier.
Incuber a 37°C pendant 48h.

La mise en évidence de I’apparition des nitrites par I’addition de 3 gouttes d’acide
parasulfanilique (NIT 1) puis 3 gouttes d’alpha naphtylamine (NIT 1) (Delarras,
2000).
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Lecture :
Elle est immédiate.
- Le milieu devient rouge : présence de nitrites.
Donc la bactérie posséde un nitrate réductase. Résultat Nitrate Réductase (+)

- Le milieu reste inchangé : on ajoute alors de la poudre de zinc qui joue le méme role

que le nitrate réductase vis a vis des nitrates :

= Coloration rouge : on a donc eu transformation des nitrates en nitrites par le
zinc. La bactérie ne possédait pas cette enzyme. Résultat Nitrate réductase (-).
= Pas de coloration : les nitrates ont été transformeés par la bactérie au-dela des

nitrites. La bactérie posséde cette enzyme. Résultat NR+ (Delarras, 2000).
» ldentification biochimique :

L’identification des différentes bactéries isolées a été réalisée grace a la galerie
biochimique classique pour certaines souches et par la galerie biochimique miniaturisée API

20E (Bio Merieux) pour d’autres souches.

e Galerie biochimique classique :

Les tests biochimiques qui ont été effectuée dans notre étude sont résumés dans le tableau

suivant :
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Tableau 05: Tests biochimiques utilisés pour I’identification des entérobactéries.

Test But Technique/ Lecture Référence
Fermentatio | -Utilisationdu | -Ensemencement de la pente du milieu TSI par
n des sucres glucose, stries et le culot par simple piqure. Delarras,
avec ou sans | saccharose et 2000
gaz lactose. -Aprés 24H a 37°C, la pente jaune=
+ -production fermentation du glucose ; culot jaune=
Production d’H,S. fermentation du lactose ; noircissement= H,S+,
d’H,S. -production de | bulles gazeuses= production du gaz
gaz
-la pente du milieu Citrate de Simmons est
-utilisation du | ensemencee par une strie longitudinale.
citrate comme
Citrate de | seule source de | -Mettre a I'étuve 24 heures a 37°c. Delarras,
Simmons carbone. 2000
-Virage de la couleur du milieu vers le bleu
(alcalinisation de milieu) : résultat positive, la
bactérie utilise le citrate.
-Ensemencer largement le milieu Clark et
- La production | Lubs.
de ’acétoine. -Incuber a 37°C pendant 24h.
VP
(voges -La réaction de | Apres culture : Delarras,
Proskauer) | voges proskauer 2003

(VP) consiste a
mettre en
évidence, par
une réaction
colorée, le
butane diol et

[’acétoine.

-Ajouter 2 a 3 gouttes de VVPI (alpha naphtol) et
attendre 10 min puis ajouter2 a 3 gouttes de

VPII (une solution de soude) :

-Milieu rouge : VP(+).
-Milieu jaune : VP(-).
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La suite du tableau 05:

RM (rouge
de méthyle)

Mise en
évidence dela
voie des
fermentations

acides mixtes.

-Ensemencer largement le milieu Clark et
Lubs.

-Incuber a 37°C pendant 48 h.
-Ajouter 2 a 3 gouttes de rouge de méthyle.
-La lecture est immédiate :

-Milieu rouge : RM (+).
-Milieu jaune : RM(-).

Delarras,
2003

Mannitol

mobilité

-Dégradation du
mannitol

La mobilité

-Ensemencer le milieu Mannitol-Mobilité par
piqire centrale a I’aide d’un fil droit.
-Incuber a 37° C pendant 24 h

-Caractére mannitol : Apparition de couleur
jaune.

-La mobilité : Les bactéries trés mobiles
peuvent se déplacer dans la gélose molle

(formation d’un voile autour de la piqure).

Guiraud,
2003

Urée Indole

-Uréase

-Formation
d’indole

-Faire une suspension en milieu Urée-indole.

- Incuber a 37° C pendant 24h.

-Uréase(+) : Apparition de couleur rose
-Indole(+): Aprés I’ajout du réactif de Kowacs,

apparition d’un anneau rouge a la surface.

Delarras,
2003

ONPG

[3-galactosidase

-Reéaliser une suspension épaisse des bactéries
testées en eau distillée.

-Ajouter avec une pince flambée mais refroidie
un disque imprégné d’ONPG.

-incuber 30 min a 37°C

-virage de couleur du milieu au jaune : ONPG

(+)

Delarras,
2003
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e Galerie biochimique miniaturisé APl 20E :
Principe :

La galerie APl 20E comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme
déshydratée.

Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les milieux. Les
réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés
spontanées ou réveélés par ’addition de réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a 1’aide du Tableau de lecture (Voir Annexell) et

I’identification est obtenue a I’aide du tableau d’identification [17].

Technique :
Préparation de la galerie :

- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de I’eau dans les alvéoles
pour créer une atmosphére humide.

- Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

Préparation de I’inoculum :
Faire une suspension bactérienne, dans une ampoule de Suspension Medium ou dans
un tube d’eau distillée stérile, d’opacité légere avec une seule colonie prélevée sur un

milieu gélosé.

Inoculation de la galerie :
- Remplir les tubes et les cupules des tests : CIT, VP, GEL avec la suspension
bactérienne.
- Remplir uniqguement les tubes des autres tests.
- Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H,S en remplissant leur
cupule d’huile de paraftine.

- Refermer la boite d’incubation et la placer a 35-37°C pendant 18 a 24 heures [17].
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Lecture :

Les Réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages

colorés, sauf certaines sont révélées par I’addition de Réactifs :

Test VP : VPI + VPII, attendre 10 min, une couleur rose-rouge indique une réaction
positive.

Test TDA : Réactif TDA, une couleur marron foncé indique une réaction positive.
Test IND : Réactif de Kovacs, attendre 2 mn, Anneau rouge.

Test NO,. NIT I + NIT I, attendre2-3 mn, une couleur rouge.

La lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture.

Les tests sont regroupés en groupe de 3, et une valeur (1,2 oud) est indiquée pour chacun.

Additionner a I’intérieur de chaque groupe les nombres correspondants aux tests positifs. On

obtient un nombre 7 chiffres qui sert de code d’identification (Guiraud, 2003).

Le code numérique obtenu permit d’identifier la souche étudiée en se référant au

catalogue analytique, soit avec un logiciel d’identification.

5.2.2. Staphylocoques: (schema02)

Ce sont des coques a Gram positifs, immobile, en générale groupés en amas dans un plan

irrégulier, mais on peut les rencontrer également sous forme de diplocoques, en tétrades, ou

en courtes chainettes [18].

Isolement :
L’isolement sélectif des Staphylocoques a été réalisé sur la gélose Chapman qui
contient un inhibiteur : fortes concentrations en chlorure de sodium (75 g.L™), ce qui
permet un isolement sélectif de Staphylococcus tolérant les fortes concentrations en
NaCl.

L'ensemencement doit étre massif, en stries serrées ou par inondation.

On peut étudier la fermentation du mannitol par virage au jaune de I’indicateur coloré, le

rouge de phénol, autour des colonies (Rodier, 1996).
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Suspension

mere

Ensemencement sur Chapman

Isolement
Incuber a 37° C pendant 24 heures
Identification \l'
Examen microscopique
Recherche de la catalase
Recherche de la staphylocogulase
+ Incubation a37°C
N >
“
Coagulase +

N~——

0,5 ml de plasma
0,5 ml d’une culture de

18h en bouillon nutritif

(
.
K Coagulase - /

Schéma 02: Recherche des Staphylocoques pathogénes (Rodier, 1996).
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b. Identification :

e Examen macroscopique : les colonies pigmentées en jaunes et entourées d’une
auréole jaune : forte suspicion de Staphylococcus aureus. Les autres espéces de
Staphylocoques donnent généralement des colonies plus petites, rosées et n’entraine
pas de virage du milieu (Rodier, 1996).

e Examen microscopique : Ce sont des cocci Gram positive, regroupés en amas
(grappe de raisin).

e Recherche de la catalase :
Principe :

Cette enzyme empéche en effet I’accumulation d’H,O; et le dégrade selon la Reéaction

suivante :

H,0, —» H0 +1/2 O, (I'oxygéne libéré se dégage sous forme gazeuse)
Ce test est a la base de I’identification des bactéries Gram + (Rodier, 1996).

Techniques :

- Sur une lame propre et seche déposer une goutte d’eau oxygénée a 10 volumes,
- A l’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, ajouter I’inoculum bactérien.

- Surveiller I’apparition d’un dégagement d’oxygene sous forme de bulles gazeuses

(Rodier, 1996).
Lecture :

- Dégagement immédiat de bulles gazeuses: test catalase est positif.

- Pas de dégagement de bulles gazeuses: test catalase est négatif (Rodier, 1996).

e Recherche de la Staphylocoagulase :

La recherche de la Staphylocoagulase in vitro est mise en évidence par la capacité de

cette enzyme a coaguler le plasma de lapin dans un délai de 24 h (Rodier, 1996).
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Cette recherche constitue un critére taxonomique important pour 1’identification des

souches de Staphylococcus aureus (Rodier, 1996).

Techniques :

- Dans un tube a hémolyse stérile, introduire 0,5 ml de plasma de lapin (ou de

I’homme) + 0,5 ml d’une culture de 18 h en bouillon nutritif de la souche a

étudier.

- Placer le mélange a 37°C.

- Des lectures doivent étre effectuées toutes les heures au moins pendant les cing

premieres heures (Rodier, 1996).

Lecture :

- Coagulation du plasma: test Coagulase est positif : la souche est Staphylococcus

aureus.

- Pas de coagulation du plasma : test Coagulase est négatif : la souche n’est pas une S.
aureus (Rodier, 1996).

En se basant sur les tests : coagulasse, catalase et le mannitol, nous pouvons différencier

entre les especes du genre Staphylococcus selon le tableau suivant :

Tableau 06: Tableau d’identification des staphylocoques [18].

Staphylocoques aureus intermedius epidermidis saprophyticus
Catalase + + + +
Coagulasse + _ _ _
Mannitol + +/- +

e Etude des caracteres biochimiques par la galerie API Staph :

Principe et mode opératoire :

47




Chapitre 111 Matériel et méthodes

Le principe et la préparation de la galerie APl Staph, ainsi que la préparation de

I’inoculum sont similaires a ceux décrites pour la galerie API 20E.

Inoculation de la galerie :

Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a ’aide d’une pipette
Pasteur en éviter la formation de bulles.

Pour les caractéres ADH, URE, remplir les cupules d’huile de paraffine pour créer une
anaérobiose.

Incuber 24 heures a 37°C [18].

Lecture :

Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de
lecture.

Réaliser les tests nécessitant ’addition de réactifs : voir tableau de lecture de la galerie
miniaturisé API Staph (Annexe I1) [17].

Identification :

L’identification des espéces est réalisée de la méme maniére que la galerie API 20E.

5.2.3. Les streptocoques fécaux (schéma 03):

Les streptocoques sont des commensaux du tube digestif de I'nomme et des animaux.

Les streptocoques du groupe Dou fécaux sont considérés comme un bon indicateur

spécifique de la contamination fécale (Bouchaala, 2010). lls sont parfois a l'origine de

septicémie et d'endocardite (infection et inflammation de la paroi de l'intérieur du cceur). Ils

peuvent également étre responsables d'infections urinaires qui, le plus souvent, sont

résistantes aux antibiotiques.

a. Isolement :
Ensemencer le bouillon Rothe (c¢’est un milieu contenant I’agent sélectif 1’azide de
sodium qui inhibe la flore secondaire Gram négatif) avec 1 ml de la solution mere et
de ses dilutions décimales (1/10, 1/100 et 1/1000).
Incuber a 37°C pendant 24h.
Les tubes présentant un trouble microbien apres la période d’incubation seront
susceptibles de contenir des streptocoques fécaux, ils doivent subir un test confirmatif

(Larpent, 1997) par ensemencement sur le bouillon Eva-Litsky qui renferme en plus
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de l’azide de sodium une faible concentration de cristal violet qui freine le
développement des bactéries Gram positif (Degremont, 2005).

- incubés a 37°C pendant 24h.

- Les cultures positives (dép6t violet sur Eva-Litsky) sont repiquées sur la gélose

nutritive.
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(X )

-

1 ml 1ml
9 ml d’eau
physiologique
————— > Stérile
10 107 107 10°

AN SN SN

i

_ 9 ml ROTHE S/C -
~

Incubation : 37°C, pendant 24 a 48 heures

Test présomptif

Test confirmatif
Eva-Litsky

%
Incubation : 44°C, pendant 24 a 48 heures

Trouble avec ou sans dépét violet

\é
% Repiquage sur GN
\ Incuber & 37° C pendant 24 heures
N4

Identification

Schéma 03 : Recherche des streptocoques fécaux (Larpent, 1997).
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b. Identification :

e Aspect microscopique : Sont des coques Gram positifs ronds ou ovoides, groupés en
chainettes plus ou moins longues ou en diplocoques.

e Test catalase

Afin de différencier entre les staphylocoques et les streptocoques, on réalise le test
catalase (déja décrit pour I’identification des Staph). Les streptocoques sont caractérisés par

I’absence de la catalase (Joffin et Leyrol, 2003).
» Etude des caracteres biochimique par la galerie API 20 Strep :

APl 20 Strep est un systeme standardisé associant 20 tests biochimiques, qui
représentent un grand pouvoir discriminant. 1l permet de faire un diagnostic de groupe ou

d’espéce pour la plupart des streptocoques et entérocoques [19].
Mode opératoire :

Apres isolement et vérification de I’appartenance de la souche a identifier a la famille
des Streptococcaceae (coloration de Gram, catalase), I’inoculation de la galerie API20

Strep s’effectuée selon les étapes suivantes :

e Ouvrir une ampoule d’API suspension Medium (2ml), a 1’aide d’un écouvillon,
prélever toute la culture préalablement préparée.
e Reéaliser une suspension trés dense.
e Dans la premiere moitié de la galerie (tests VP a ADH) répartir la suspension
précédente en évitant la formation de bulles :
=  Pour les tests VP a LAP : environ 100 pl dans chaque cupule.
= Pour le test ADH : remplir uniqguement le tube.
e Dans la deuxieme moitié de la galerie (test RIB a GLYG).
e Ouvrir une ampoule d’API GP Medium, et y transférer le reste de la suspension, soit
0,5 ml au minimum, bien homogénéisé.
e Répartir cette nouvelle suspension dans les tubes uniquement.

e Créer une anaérobiose dans les tests ADH a GLYG en remplissant leur cupule

d’huile de paraftine.

e Renfermer la boite d’incubation.
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e Incuber a 36°C+2°C en aérobiose pendant 4h - 4h30 pour une premiére lecture et 24

heures si nécessaire pour une deuxiéme lecture [19].
Lecture :
Ajouter les réactifs :

= Test VP : 1 goutte de VP1et VP2.
= Test HIP: 2 gouttes de NIN.
= TestPYRA, GAL, GUR, GAL, PAL, LAP: 1 goutte de ZYM A et ZYM B.

La lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture (Annexe I1) [19].
Identification :
Identification de la souche se fait a ’aide d’un logiciel d’identification.

5.2.4. Vibrions cholériques : (Schéma04)

Les Vibrions se présentent sous forme de Bacilles Gram Négatifs droits ou incurvés, trés
mobiles, possédant une oxydase, aéro-anaérobies facultatifs, fermentant le glucose sans

production de gaz ni d'H,S.

a- Isolement :
e Enrichissement :
- Ajouter 1 ml de la suspension a analyser dans un tube de 10 ml de I’eau peptonée
alcaline (EPA : milieu d’enrichissement).
- Incuber a 37° C pendant 3 heures.
- Apreés incubation, prélever en surface une anse de culture et ensemencer un autre tube
contenant 10 ml EPA.
- Incuber a 37°C pendant 3 heures.
- Procéder a un troisieme ensemencement de méme type si les possibilités d’horaires le
permettent (Delarras, 2000).
e Isolement (proprement dite):
- Ensemencer une boite de GNAB (Gélose Nutritive Alcaline et Biliée) ou GN a pH=8 a
partir du dernier milieu d’enrichissement.

- Incuber a 37° C pendant 24 h (Delarras, 2000).
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Identification :

Aspect macroscopique : Les Vibrions se présentent le plus souvent sous forme de
grosse colonies lisses et transparentes caractéristique sur la gélose ensemencée
(Delarras, 2000).

Aspect microscopique : Etat frais (bacilles, mobiles), et coloration de Gram (bacilles
Gram negatifs).

Test oxydase : les vibrions sont Oxydase (+).

Tests biochimiques : classiques ou de préférence une API20E (comme déja citer pour
les entérobactéries) (Delarras, 2000).
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-

Suspension
mére

Enrichissement

<€— 10 ml de I’eau peptonée alcaline

~———

Incuber a 37° C pendant 3 heures

Deuxiéme enrichissement m

<
N

<€— 10 ml de I’eau peptonée alcaline

N——

Incuber a 37° C pendant 3 heures

|

Incuber a 37° C pendant 24 heures

|

Identification /

Schéma 04 : Recherche des Vibrions cholériques (Delarras, 2000).

Isolement sur GNAB/GN a pH=9
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5.2.5. Pseudomonas :(schéma 05)

a.lsolement :

L’isolement du genre Pseudomonas a éte réalisé sur la gélose cétrimide. La gélose au
cétrimide est un milieu sélectif, qui permet lisolement des Pseudomonas et
notamment de P.aeruginosa. Sur ce milieu de tres nombreuses bactéries sont inhibées
de par la présence de [lantiseptiqgue cétrimide (bromure de N-cétyl-N-
triméthylammonium). ainsi que par la présence de l'antibiotique acide nalidixique
(inhibiteur de nombreuses bactéries a Gram négatif) [24].

L’incubation se fait a 37° C pendant 24 h (Delarras, 2000).

b. Identification :
Examen macroscopique : sur la gelose cétrimide, les colonies de Pseudomonas
apparaissent souvent de tailles moyennes, a bord irrégulieres, lisses et bombées (elles

sont souvent pigmentées en vert du fait de la production des pigments [24].

Examen microscopique : état frais (mobile grace a des flagelles polaires) et

coloration de Gram (bacille a Gram négatif).

Recherche de ’oxydase : les Pseudomonas sont oxydase positif.
Tests biochimiques : par galerie classique ou APl 20E (selon la disponibilité)
(Delarras, 2000).

Recherche de la pyoverdine et la pyocyanine :

Technique :

A partir d'une culture sur cétrimide (faire une suspension en eau distillée stérile),
ensemencer deux milieux gélosées : King A et King B.

Le milieu King A est destiné a favoriser selectivement la synthése de la pyocyanine
(pigment élaboré spécifiguement par Pseudomonas aeroginosa (bacille pyocyanique).
Le milieu King B est destiné a favoriser la synthése du pigment jaune-vert fluorescent
(pyoverdine) par le bacille pyocyanique et divers autres Pseudomonastel que :
Pseudomonas fluorescens.

Les milieux sont inoculés par une strie médiane.

L’incubation se fait a 37° C pendant 1 a 4 jours (Delarras, 2000).

55



Chapitre 111 Matériel et méthodes

Lecture :

Couleur bleue sur le milieu King A : présence de pyocyanine.
Couleur jaune-vert fluorescent sur le milieu King B sous UV : présence de pyoverdine
(Delarras, 2000).

Remarque : En cas de doute pour la production de la pyocyanine, verser 0.5 ml de
chloroforme a la surface de la culture sur le King A et laisser les tubes inclinés
pendant 10 a 15 minutes. La pyocyanine est soluble dans le chloroforme coloré celui-
ci en bleu (Rodier et al., 2005).
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e

Suspension
mére

Isolement sur Cétrimide

Identification Incuber a 37° C pendant 24 h

J

Examen microscopique : état frais et coloration de Gram

Recherche de I’oxydase

Recherche de lapyoverdine et la pyocyanine (pigments spécifiques)

Ensemencement sur gelose King A et King B

A

ng A King B

Incuber a 37° C pendant 1a 4 jours

il ly,

Présence de pyoverdine UV Présence de pyocyanine

Identification biochimique : galerie classique ou APl 20 NE

Schéma 05 : Isolement et identification de Pseudomonas (Delarras, 2000).
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5.2.6. Aeromonas: (schéma 06)

Bactéries en forme de bacilles, extrémités arrondies, Gram négatif. Ce sont des

aeroanaérobies facultatifs, positifs au test a I’oxydase et parfois mobiles (Chernine, 2010).

a. Isolement :
Dans notre étude, les Aeromonas ont été recherché par ensemencement de la gélose au

sang humain pendant 24h a 37°C.

b. Identification :
e Examen macroscopique :
Les Aeromonas se présentent le plus souvent sous forme de colonies moyennes, plates,
blanchatre, et souvent 3 hémolytique (Chernine, 2010).

e Examen microscopique : etat frais (mobile grace a des flagelles polaires) et
coloration de Gram (bacille a Gram négatif).

e Recherche de I’oxydase : les Aeromonas sont oxydase positif.

e Recherche de la catalase : les Aeromonas sont catalase positif.

e Tests biochimiques : par galerie classique (TSI, Mannitol, Urée-indol, Nitrate
réductase ) et API 20 NE (selon la disponibilité) (Delarras, 2000).
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4 N

Isolement sur Columbia au sang

Incuber a 37° C pendant 24h

Identification l

Examen microscopique
Recherche de la catalase
Recherche de I’oxydase

Tests biochimiques

—

Schéma 06 : Isolement et identification des Aeromonas (Chernine, 2010).
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% Api 20NE :

API 20 NE est un systéme standardisé pour I’identification des bacilles & Gram négatif
nonentéro bactéries et non fastidieux (ex. Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium,
Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.), combinant 8 tests conventionnels et 12 tests
d’assimilation (voir Annexe I1) [20].

Mode opératoire :
- Est le méme que la galerie API 20E.
Préparation de I’inoculum :
- Faire une suspension bactérienne, dans une ampoule d’API NaCl 0.85% Medium ou
dans un tube d’eau distillée stérile, d’opacité légere avec une seule colonie prélevée

sur un milieu gélosé [20].

Inoculation de la galerie :

- Remplir uniquement les tubes des tests NO3 a PNPG,

- Creéer une anaérobiose dans les tests : GLU, ADH, URE en remplissant leur cupule

d’huile de paraffine.

- Remplir les tubes et les cupules des tests : GLU a PAC avec la suspension bactérienne.

- Refermer la boite d’incubation et la placer a 35-37°C pendant 18 a 24 heures [20].
Lecture :

Les Réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages
colorés, sauf certaines sont révélées par I’addition de Réactifs :

- Test NOs: NIT I+ NIT Il

- Test TRP : Réactif de Kovacs.
Sur la fiche de résultat, déterminer le profil numérique (catalogue analytique) [20].
Identification

- L’identification de la souche se fait a I’aide d’un logiciel d’identification.

6. Détermination de la sensibilité aux antibiotiques :
Les bactéries identifiées sont testées vis-a-vis de 8 antibiotiques sur milieu gélosé :

v' Technique de I’antibiogramme :

L’antibiogramme est effectu¢ selon la méthode classique de diffusion de 1’antibiotique sur
gélose (gélose Mueller Hinton) a partir de disques d’antibiotiques selon les recommandations

de Comite de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CASFM, 2013).
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v’ Préparation de I’inoculum :

- A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprié, racler a
’aide d’un écouvillon quelques colonies bien isolées et parfaitement identique.

- Bien décharger I’écouvillon dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
Mc Farland.

- L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de

I’eau physiologique stérile s’il est trop fort [21].

v' Ensemencement de la gélose de I’antibiogramme:

La gélose utilisee est la gélose Mueller Hinton (MH), son ensemencement a été
effectué dans les 15 minutes qui ont suivi la préparation de I’inoculum selon les étapes
suivantes [22]:

- Couler la gélose MH en boites de Pétri, Laisser sécher et solidifier avant utilisation.

- Tremper un écouvillon stérile dans 1’inoculum prepare.

- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube,
afin de le décharger au maximum.

- Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la gélose de haut en bas, en stries serrées.

- Répéter I'opération 2 fois en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon
par la périphérie de la gélose.

- Incuber les boites a 37°C pendant 30 minutes avant application des disques
d’antibiotiques [22].

v' Application des disques d’antibiotique :

Les antibiotiques qui ont été testés vis-a-vis des bactéries isolées sont représentés dans le
tableau 07.

Chaque disque d’antibiotique a été appliqué sur gélose ensemencé par une culture
bactérienne (de chaque espéce) a I’aide d’une pince stérile [22].
Remarque:

- Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotique sur une boite de

90mm, et de ne pas déplacer les disques apres application [21].
v" Condition d’incubation : Incuber a37°C pendant 24h.
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Lecture :

Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibitions a I’aide d’un pied a

coulisse.

Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture

correspondantes.

classer la bactérie dans I'une des catégories S (sensible), R (résistante) ou |

(intermédiaire).

Remarque : Comme témoins nous avons utilisés des souches de références :

E.coli ATCC 25922 pour I’antibiogramme des entérobactéries.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 pour I’antibiogramme des Staphylococcus.
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 pour I’antibiogramme des Pseudomonas.

Enterococcus feacalis ATCC 29212 pour I’antibiogramme des enterocoques.

Les limites acceptables des diametres d’inhibition (mm) des souches de références

utilisées sont représentées dans le tableau 07 (Annexe I1).

Tableau 07: Liste des antibiotiques utilisés pour I’antibiogramme [33].

Antibiotique Chargede disque Sigle
Classe
Famille de Béta-lactamines
Penicilline Penicilline G 10ug P
Penicilline Amoxiciline 30ug AMC
Famille de Phenicoles
Chloramphénicol Phenicoles 30ug C
Famille de Tétracyclines
Tétracycline Tétracyclines 30Ul TE
Famille de Macrolides
Erythromycine Macrolides 15U1 E
Lincomycine Lincosamides 10ug L
Glycopeptide
Vancomycine Glycopeptide 30ug VA
Divers
Bacitracine Polypeptides 8ug B
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. Résultats:
1. Résultats de I’examen macroscopique des poissons :

Les résultats de I’examen externe des poissons (P % : Prévalence des poissons atteints) au
niveau des trois points de prélevement (S1, S2, et S3) durant notre période d’étude (Février :
P1 et Mars: P2) sont représentes dans le tableau suivant :

Tableau 08: Les valeurs de prévalence des lésions externes des carassins
Carassius carassius peuplant le canal Messida

Période de point de Nombre | Prévalence | Qualité de Classe
prélevement | prélevement de des poissons | I’eau et de | Agence de
poisson atteints I’habitat I’eau
examiné (%)
P1l: S1 12 16.66 % Médiocre 2
22/02/2015 S2 13 15.38 % Médiocre 2
S3 15 13.33 % Médiocre 2
P2 :10/03/2015 S1 10 30 % Mauvaise 3
S2 14 21.43 % Mauvaise 3
S3 11 18.18 % Mediocre 2

La prévalence globale (P%) de poissons atteints de lésions externes est égale a18.66%. La
valeur de P la plus élevé a été enregistrée durant la deuxieme période d’étude (Mars) au

niveau du point S2.

2. Résultats de détermination du sexe et du poids des poissons :

Au niveau de chaque point de prélevement 2 a 3 individus ont été examinés. Les résultats
des poids et de pH (moyenne + ecartype) des poissons de chaque prélevement sont

représenteés dans le tableau suivant :
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Tableau 09 : Résultats de détermination du sexe et du poids des carassins Carassius

carassius étudiés.

Période de point de poids Sexe
prélevement | préléevement
Sl 300.5+52.04 Femelle
P1:
22/02/2015 S2 290.95+134.85 Femelle
S3 309.65+£102.74 Male
P2: S1 362.25+159.88 Femelle
10/03/2015
S2 396.4+166.31 Male
S3 396.4+166.31 Femelle

3. Résultats représentants les valeurs de pH des différentes parties de corps du

poisson :
Tableau 10 :valeurs de pH des parties étudiées.
Période de point de pH
prélevement | prélevement
mucus branchie Chair
P1: 8.00+0.01 8.09+0.02 7.99+0.01
22/02/2015 S1
7.10+0.01 8.09+0.04 7.9+0.14
S2
7.89+0.02 8.19+0.01 8+0.14
S3
P2 : S1 7.15+ 0.07 7.21+0.02 7.47+0.05
10/03/2015
S2 7.29+0.02 7.37+0.05 7.00+0.13
S3 7.34+0.05 7.36+0.03 7.32+0.03
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4. Résultats d’isolement et d’identification de la flore bactérienne :

4.1.Les entérobactéries :

» Resultats des examens macroscopique et microscopique :

Les aspects macroscopiques et microscopiques des colonies bactériennes qui ont été

cultivées sur les différents milieux de culture utilisés pour la recherche des entérobactéries

sont représentés dans le tableau (11).

Tableau 11 : Aspect macroscopique et microscopique des colonies des entérobactéries

isolées du carassin commun peuplant le canal Messida.

Période de | point de Gélose Patrie du | Observation Observation
prélevement | préléevement corps macroscopique microscopique
S1 Hektoen Chair - colonies moyennes, | -Bacilles en
marrons, bombées, chainettes,
brillantes, a contours | Gram négatif.
réguliers (Fig.8).

branchie - colonies moyennes, | -Bacilles en
orangeés, a contours chainettes, Gram
réguliers, bombées, négatif.
mugqueuses, brillantes
(Fig.9).

SS Mucus -colonies moyennes, -Bacilles, Gram
roses, plates, négatif.
crémeuses, a contours
réguliers (Fig.10).

Chair -colonies noires -Bacilles, Gram
moyennes, plates, négatif.
crémeuses, a contours
réguliers (Fig.11).

S2 Hektoen Branchie | -colonies vertes a -Bacilles, Gram
centres noirs, petites, a | négatif.
P1: contours réguliers
22/02/2015 (Fig.12).
SS mucus -colonies moyennes, - Bacilles, Gram

rouges briques,
bombées, brillantes
(Fig.13).

négatif.

-colonies moyennes,
incolores, a centres
noirs, plates,

crémeuses (Fig.14).

- Bacilles, Gram
négatif.
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Suite du tableau 11 :

Chair -colonies moyennes, -Bacilles, Gram
incolores, bombées, négatif.
lisses, brillantes, a
contours réguliers
(Fig.15).

S3 Hektoen Branchie | -colonies moyennes, -Bacilles en
rouges, muqueuses, chainettes, Gram
lisses, brillantes, a négatif.
contours réguliers
(Fig.16).

SS Mucus -colonies roses - Bacilles, Gram
moyennes, a centres negatif.
noirs, crémeuses, a
contours réguliers
(Fig.17).

P2: S1 Hektoen Branchie | -colonies orangées - Bacilles, Gram
10/03/2015 petites, plates, a négatif.
contours réguliers,
virage de milieu
(Fig.18).

SS Chair -colonies rouges | -Bacilles, Gram
brique  rondes  a | négatif.
contours réguliers
(Fig.19).

Mac Branchie | -colonies blanchétres | - Bacilles, Gram

conkey petites a contours négatif.
réguliers, bombées,
brillantes, crémeuses,

Virage de milieu vers
le jaune.

S2 Hektoen branchie -Colonies vertes | - Bacilles en
petites, a centres noir, | chainettes, Gram
plates, crémeuses | négatif.
(Fig.20).

SS Branchie | colonies rouges brique | - Bacilles, Gram
rondes a contours négatif.
réguliers(Fig.21).
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Suite du tableau 11:

crémeuses (Fig.25).

Mac Chair -colonies blanchatres | - Bacilles, Gram
conkey bombées, brillantes, negatif.
crémeuses (Fig.22).

S3 Hektoen Mucus -colonies rouges | - Bacilles, Gram
briques, rondes a | négatif.
contours réguliers,
brillantes (Fig.23).

Chair -colonies marrons - Bacilles, Gram
moyennes, a contours | négatif.
réguliers, plates
(Fig.24).

SS Mucus -colonies incolores | - Bacilles, Gram
petites a contours | négatif.
réguliers,  bombées,

Figure 08 : Colonies marron sur la gélose

Hektoen

Hektoen

Figure 09: Colonies orangées sur la gélose

Figure 10: Colonies roses sur la gélose SS

Figure 11: Colonies noires sur la gélose SS
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Figure 12: Colonies vertes a centre noir Figure 13: Colonies rouges briques sur la

Sur la gélose Hektoen la gélose SS

Figure 14: Colonies incolores a centre noir Figure 15: Colonies incolores sur

sur la gélose SS la gélose SS

Figure 16: Colonies rouges sur la gélose Figure 17: Colonies roses a centres noirs

Hektoen sur la gélose SS
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Figure 18: Colonies orangées sur la gélose Figure 19: Colonies rouges briques sur la
Hektoen gélose SS

Figure20: Colonies vertes a centres noirs Figure 21: Colonies rouges briques sur

sur la gélose Hektoen la gélose SS

Figure 22: Colonies blanchatres sur la gélose Figure 23: Colonies rouges brique sur la

Mac conkey gélose Hektoen
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Figure 24: Colonies marrons sur la gélose Figure 25: Colonies incolores sur la

Hektoen gélose SS

> Résultats de ’identification des entérobactéries :

L’étude des caractéres culturaux et biochimiques des bactéries qui ont été poussées sur les

géloses Mac Conkey, Hektoen et SS, nous a permis d’identifier 19 entérobactéries :

Tableau 12 : Résultats de ’identification des entérobactéries.

Période de Points de | Partie du Gélose Bactéries identifiées
prélevement | préléevement | corps
P1: S1 Chair Hektoen Enterobacter cloacae
22/02/2015 Branchie Hektoen Pantoea spp.
Mucus SS Citrobacter braakii
Chair SS Salmonella choleraesuis spp
arizonae
S2 Branchie Hektoen Escherichia coli 1
Mucus SS Escherichia vulneris
Mucus SS Hafnia alvei
Chair SS Salmonella spp. (Sal)
S3 Branchie Hektoen Serratia ficaria
Mucus SS Citrobacter freundii
P2: S1 branchie Hektoen Raoultella terrigena
10/03/2015 Chair SS Klebsiella pneumoniae spp
0zaenae
Branchie Mac conkey Enterobacter sakazakii
S2 Branchie Hektoen Salmonella spp. (Sa2)
Branchie SS Proteus mirabilis
Chair Mac conkey Salmonella spp. (Sa3)
S3 Mucus Hektoen Pantoea spp.2
Chair Hektoen Serratia odoriferal
Mucus SS Kluyvera spp.
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e Résultats de la recherche des enzymes respiratoires :
Les résultats des tests catalase, oxydase et nitrate réductase des entérobactéries sont
mentionnés dans le tableau 13.

Tableau 13 : les résultats de la recherche des enzymes respiratoires des entérobactéries

isolées du Carassius carassius peuplant le canal Messida.

est Catalase Oxydase Nitrate

Germe identifié réductase
Enterobacter cloacae + - /
Pontoea spp. + - /
Citrobacter braakii + - /
Salmonella choleraesuis spp + - /

arizonae
Escherichia coli 1 + - /
Escherichia vulneris + - /
Hafnia alvei + - /
Salmonella spp. (Sal) + + /
Serratia ficaria + - /
Citrobacter freundii - - /
Raoultella terrigena + / -
Klebsiella pneumoniae spp + / -
0zaenae

Enterobacter sakazakii - + -
Salmonella spp. (Sa2) + / -
Proteus mirabilis + + -
Salmonella spp. (Sa3) + + -
Pontoea spp.2 + / -
Serratia odoriferal + / -
Kluyvera spp. + / -

(+) : Résultat positive (-) : Résultat négatif  (\) : non effectuée

e Résultat de I’identification biochimique :

R/

% Les résultats de I’identification biochimique par la galerie classique des différentes

souches des entérobactéries sont présentés dans le tableau suivant :

71



Chapitre 1V

Résultats et discussion

Tableau 14 : Résultats des tests biochimiques classiques des entérobactéries isolées du

Carassius carassius peuplant le canal Messida

Test Mannitol Clark
TSI Citrate de | mobilite Urée et
Simmons indole Lubs o
[a I
2|58 2|8 ARFIEIRE
Germe identifié r o | 0o |4 S| S 512> |
Proteus mirabilis + + + + - + | + - - - + -
(Fig. 26)
Salmonella spp. (Sa3) + |+ |+ |+ - + | + - - - + |+
(Fig. 27)
Pontoea spp.2 - + + + - + | - - - - + +
(Fig. 28)
Citrobacter freundii + + + + + + | - - - - + +
(Fig. 29)
- - + + - + | + - - - - +
Serratia ficaria
(Fig. 30)
+ - + + - + | + - + + + | +
Escherichia coli 1
(Fig. 31)

(+) : Résultat positive

annill)l TSI

obilité 3
5 o Uree
\ ndol*
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s ™~
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Figure 26: Résultats de la galerie biochimique

Classique pour Proteus mirabilis.

- _ (SN i :
\ n
Citrate de ' =1
simmens *
* Mannitol T SI
Y mobilité

Figure 27: Résultats de la galerie biochimique

classique pour Salmonella spp. (Sa3)
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Citrate dé
Mannital simmons Mannitol

mobilité] TSI § Ur@;él RM VP Uréél mobilité
ndo! RM ndol ONPG VP

Figure 28: Résultats de la galerie biochimique Figure 29: Résultats de la galerie

classique pour Pontoea spp. 2 biochimique classique pour Citrobacter freundii.

Citrate de
simmons Citrate de
Mannitol simmans
mobilité )
Uréél RM W o
ndol Urééli
ONPG VP  indol

Figure 30 : Resultats de la galerie biochimique Figure 31: Résultats de la galerie

classique pour Serratia ficaria. biochimique classique pour Escherichia colil.

¢ Les résultats de I’identification de certaines espéces des entérobactéries par I’ API 20E sont les
suivants :

Figure 32: Profil biochimique d’Enterobacter cloacae.
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Figure 33: Profil biochimique de Pontoea spp.

Figure 34: Profil biochimique de Citrobacter braakii.

Figure 35: Profil biochimique de Salmonella choleraesuis spp arizonae.

Figure 36: Profil biochimique d’Escherichia vulneris.

Figure 37: Profil biochimique de Hafnia alvei.

Figure 38: Profil biochimique de Salmonella spp. (Sal)
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Figure 39: Profil biochimique de Raoultella terrigena.

Figure 40: Profil biochimique de Klebsiella pneumoniae spp ozaenae.

Figure 41: Profil biochimique d’Enterobacter sakazakii.

Figure 42: Profil biochimique de Salmonella spp. (Sa2)

Figure 43: Profil biochimique de Serratia odoriferal.

Figure 44: Profil biochimique de Kluyvera spp.
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4.2. les vibrions cholériques :

A partir des prélevements effectués nous avons isolé deux souches de Vibrio :

e Vibrio fluviatis a partir des branchies des carassins communs péchés du point de
prélevement S1 pendant le mois de Février.

e Vibrio alginolyticus a partir des branchies des carassins communs péchés du point de
prélévement S3 pendant le mois de Mars.

La souche Vibrio fluviatis a été isolée sur la gélose GN a pH = 9 par contre la souche
Vibrio alginolyticus a été isolée sur la gélose Hektoen au cours de la recherche des
entérobactéries.

> Résultats des examens macroscopique et microscopique :
e L’aspect macroscopique des colonies de Vibrio fluviatis qui ont été poussées sur la gélose
GN a pH =9 est le suivant : Colonies moyennes, blanchatres, bombées, crémeuses, lisses,
brillantes, a contours réguliers. L’examen microscopique de ces colonies montre que ce

sont des bacilles a Gram négatif (Fig.45).

(@) (b)
Figure 45: Aspect des colonies de Vibrio fluviatis, (a) : colonies blanchatres sur GN a pH =9
(b): bacille, Gram négatif (x100).

Les résultats d’identification biochimique par I’API 20Eont permet de confirmer que les

bactéries isolées sur GN a pH= 9 est une Vibrio fluviatis (Fig.46).
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Figure 46: Profil biochimique de Vibrio fluviatis.

e L’aspect macroscopique des colonies de Vibrio alginolyticus qui ont été poussées sur la
gélose Hektoen est le suivant : Colonies moyennes, vertes, plates, a contours réguliers.

L’examen microscopique de ces colonies montre que ce sont des bacilles @ Gram négatif
(Fig.47).

8 .
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(a) (b)

Figure 47: Aspect des colonies de Vibrio alginolyticus, (a) colonies vertes sur la gélose
Hektoen, (b): bacille, Gram négatif (x100).

Le résultat de I’identification biochimique de vibrio alginolyticus par API 20 E est la
suivante (Fig.48) :

Figure 48: Profil biochimique de Vibrio alginolyticus.

4.3. Pseudomonas :
A partir des préléevements effectués nous avons isolé deux souches de Pseudomonas :

e Pseudomonas luteola a partir des branchies des carassins communs péchés du point de
préléevement S1 pendant le mois de Mars.
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e Pseudomonas fluorescens a partir de la chair des carassins communs péchés du point de
prélevement S1 pendant le mois de Mars.

La souche Pseudomonas luteola a été isolée sur la gélose cétrimide par contre la souche
Pseudomonas fluorescens a été isolée sur la gélose GN a pH=9.

Remarque : a partir de branchie d’un poisson péché du point de prélévement S1 pendant le
mois de Février, nous avons identifié a partir de la gélose cétrimide un autre genre bactérien

qui est : Pasteurella spp. (Bactérie Gram négatif).

> Résultats des examens macroscopique et microscopique :
e L’aspect macroscopique des colonies de Pseudomonas luteola qui ont été poussées sur la

gélose cétrimide est le suivant : Colonies petites rondes, réguliers, bombées, crémeuses,

brillantes. L’examen microscopique de ces colonies montre que ce sont des bacilles a
Gram négatif (Fig.49).

(a) (b)
Figure 49: Aspect des colonies de Pseudomonas luteola, (a) : diffusion du pigment vert sur

Cétrimide, (b) : bacille, Gram négatif (x100).

Le résultat d’identification biochimique par I’API 20 NE a permet de confirmer que la

souche isolée sur cétrimide est une Pseudomonas luteola (Fig.50).

Figure 50: Profil biochimique de Pseudomonas luteola.
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e L’aspect macroscopique des colonies de Pseudomonas fluorescens qui ont été poussées
sur la gélose GN a pH=9 est le suivant : Colonies petites, blanchatres, plates, crémeuses,

a contours réguliers. L’examen microscopique de ces colonies montre que ce sont des

bacilles & Gram négatif (fig.51).
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Figure 51: Aspect des colonies de Pseudomonas fluorescens, (a) : colonies blanchétres sur
GN apH =9, (b) : bacille, Gram négatif (x100).
Le résultat de I’identification biochimique de Pseudomonas fluorescens par API 20 E est la
suivante (Fig.52) :

Figure 52: Profil biochimique de Pseudomonas fluorescens.

e L’aspect macroscopique des colonies de Pasteurella spp. qui ont été poussées sur la
gélose Cétrimide est le suivant : Colonies petites, blanchatres, plates, crémeuses, a

contours réguliers. L’examen microscopique de ces colonies montre que ce sont des

bacilles a Gram négatif (fig.53).

(a) (b)

Figure 53: Aspect des colonies de Pasteurella spp. (a) : colonies blanchatres sur Cétrimide,

(b) : bacille ; Gram négatif (x100).
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Le résultat de I’identification biochimique de Pasteurella spp. par API 20 E est la suivante :
(Fig.54).

Figure 54: Profil biochimique de Pasteurella spp.

4.4.Les staphylocoques pathogénes :

A partir des prélevements effectués nous avons isolé une souche de Staphylococcus

aureus et une souche de Micrococcus spp. :

e Staphylococcus aureus a partir de la chair des carassins communs péchés du point de
préléevement S3 pendant le mois de Février.
e Micrococcus spp. a partir de la chair des carassins communs péchés du point de

préléevement S2 pendant le mois de Mars.

> Résultats des examens macroscopique et microscopique :

L’aspect macroscopique des colonies de Staphylococcus aureus qui ont été poussées sur
la gélose Chapman est le suivant : Colonies moyennes jaunes, bombeées, lisses, brillantes, a
contours reguliers avec virage de la couleur du milieu vers le jaune. L’examen microscopique

de ces colonies montre que ce sont des Cocci regroupés en amas a Gram positif (Fig.55).

L’aspect macroscopique des colonies de Micrococcus spp. qui ont été poussées sur la
gélose Chapman est le suivant : Colonies moyennes blanchatres, Colonies blanchatres, virage

de milieu. L’examen microscopique de ces colonies montre que ce sont des Cocci, Gram

positif (Fig.56).
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-

@ (b)

Figure 55: Aspect des colonies de Staphylococcus aureus, (a) : colonies jaunes sur Chapman avec
virage de couleur, (b): Cocci en amas a Gram positif (x100).

-

@ (b)

Figure 56: Aspect des colonies de Micrococcus spp. (a) : colonies blanchatres sur Chapman

(b): Cocci, Gram positif (x100).

» Résultats de I’identification biochimique :

Les résultats de I’identification des bactéries poussées sur Chapman sont représentés dans
le tableau suivant :
Tableau 15 : Résultat de I’identification des souches bactériennes poussées sur la

gélose Chapman.

Tests Catalase Coagulasse Mannitol
Souche
Staphylococcus aureus + + +
Micrococcus spp. + - -
(+) : Résultat positive (-) : Résultat négatif
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» Test de coagulation :

Coagulase positif Témoin

Figure 57: Résultat du test Staphylocoagulase.

» L’identification des deux souches a été complétée par I’ API Staph et les résultats obtenus

sont:

Figure 58: Profil biochimique de Staphylococcus aureus.

Figure 59: Profil biochimique de Micrococcus spp.

4.5.Streptocoques :

» Reésultats des examens macroscopique et microscopique :

Apreés culture des streptocoques sur le milieu Eva-Litsky, 1’aspect des colonies repiquées

sur la gélose nutritive est le suivant :
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Tableau 16 : Aspect macroscopique et microscopique des colonies poussées sur la gélose

GN apreés culture sur Eva-Litsky.

Période de

prélévement Points de Partie Observation Observation microscopique
prélevement | étudiée macroscopique

P2: S3 Branchie | Colonies blanchatre Cocci a Gram positive

10/03/2015 petites, bombées, a (Fig.60).

contours réguliers,
brillantes, crémeuses
(Fig. 60).

(@)

(b)

Figure 60: Aspect des colonies poussées sur la gélose GN aprés culture sur Eva-Litsky.

(@) : colonies blanchéatres ;(b): Cocci a Gram positif (x100).

L’identification des colonies poussées sur la gélose GN apres culture sur Eva-Litskya été

effectuée par I’API 20 Strep et le résultat obtenu est : une Enterococcus faecium (Fig. 61).

Figure 61: Profil biochimique d’Enterococcus faecium.
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4.6.Aeromonas
Quatre souches d’Aeromonas ont été isolées durant notre période d’étude :

e Aeromonas hydrophila (Al) a partir du mucus du carassin commun péché du point de
prélévement S1pendant le mois de Mars.

e Aeromonas hydrophila (A2) a partir de la chair des carassins communs péchés du point
de prélévement S2 pendant le mois de Mars.

e Aeromonas hydrophila (A3) a partir de branchie des carassins communs péchés du point
de prélévement S3 pendant le mois de Mars.

e Aeromonas hydrophila (A4) a partir de la chair des carassins communs péchés du point
de prélévement S3 pendant le mois de Février.

Les trois souches d’Aeromonas hydrophila (Al, A2, A3) ont été isolées sur la gélose
Columbia au sang par contre la souche d’Aeromonas hydrophila (A4) a été isolée sur la
gélose Hektoen.

> Résultats des examens macroscopique et microscopique :

L’aspect macroscopique des trois souches d’Aeromonas hydrophila (Al, A2, A3) qui ont
été poussées sur la gélose Columbia au sang est le suivant : Colonies blanchatres grandes et
moyennes, brillantes, crémeuses, plates. Les examens microscopiques de ces colonies

montrent que ce sont des bacilles a Gram négatif (Fig.62).

@ (b)

Figure 62: Aspect des colonies d’Aeromonas hydrophila;(a) : colonies blanchéatres sur Columbia

Au sang ;(b) : bacille, Gram négatif. (x100).
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» Resultats de I’identification biochimique :

Les résultats de I’identification des bactéries poussées sur la gélose Columbia au sang sont

représentés dans le tableau suivant :

Tableau 17 : Résultat de I’identification des souches bactériennes poussées sur la gélose

columbia au sang.

Tests
TSI Mann.itol Urée indole
Mobile Nitrate | Oxydase | Catalase
réductase

2182182 |8 |& |2
Souches Tlo|o|3|3 S x |z
Aeromonas + | - |+ |+ - - - - - + +
hydrophila (A1,
A2, A3) (fig.61).

(-) : Résultat négatif

Figure 63: Résultat de certains tests biochimique classique pour Aeromonas hydrophila (Al).

% L’identification des trois souches a été complétée par L’ API 20 NE et le résultat obtenu a

confirmé que les trois souches Al, A2, et A3 sont : Aeromonas hydrophila (Fig. 64).

Figure 64: Profil biochimique d’Aeromonas hydrophila (Al).
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e L’aspect macroscopique des colonies d’Aeromonas hydrophila (A4) qui ont été
poussées sur la gélose Hektoen est le suivant : Colonies moyennes, vertes jaunatres,
plates, a contours réguliers. L’examen microscopique de ces colonies montre que ce

sont des bacilles a Gram negatif (Fig.65).

v T
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=L
(@) (b)

Figure 65: Aspect des colonies d’Aeromonas hydrophila (A4); (a) : colonies vertes jaunatres sur
la gélose Hektoen, (b): bacille ; Gram négatif. (x100).

Le résultat de I’identification biochimique d’4eromonas hydrophila (A4) par API 20 E est
le suivant (Fig.66) :

Figure 66: Profil biochimique d’4eromonas hydrophila (A4).

¢ Autotal, I’identification de la flore bactérienne des poissons peuplant le canal Messida a

révélé la présence de31espéces réparties comme suit:
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Tableau 18 : Les bactéries identifiées a partir du Carassius carassius peuplant les eaux

du canal Messida.

Points de
prélevement

Partie du corps

Les bactéries identifiées

S1

Branchie

Pantoea spp.

Vibrio fluviatis
Pasteurella spp.
Raoultella terrigena
Enterobacter sakazakii
Pseudomonas luteola

Mucus

O OO0 OO 0 O O

Citrobacter braakii
Aeromonas hydrophila (A1)

Chair

(©]

o

Enterobacter cloacae
Salmonella choleraesuis spp
arizonae

Klebsiella pneumoniae spp
ozaenae

Pseudomonas fluorescens

S2

Branchie

Escherichia coli 1
Salmonella spp. (Sa2)
Proteus merabilis

Mucus

o O[O0 O O

Escherichia vulneris
Hafnia alvei

Chair

O O O O

Salmonella spp. (Sal)
Micrococcus spp.
Aeromonas hydrophila (A2)
Salmonella spp. (Sa3)

S3

Branchie

O O O O

Serratia ficaria

Vibrio alginolyticus
Enterococcus faecium
Aeromonas hydrophila (A3)

Mucus

(@)

Citrobacter freundii
Pantoea spp. 2
Kluyvera spp.

Chair

Staphylococcus aureus
Aeromonas hydrophila (A4)
Serratia odoriferal
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5. Résultats de I’antibiogramme :

Les résultats de I’antibiogramme réalisé pour les espéces identifiées sont représentées

dans le tableau suivant :

Tableau 19 : Résultats de I’antibiogramme.

Antibiotiques o 0 o LE) = = o S
: S T ® W L a0
Espéces < = >
Micrococcus spp. S S S S / / / /
(fig.67)
Staphylococcus aureus S R S S / / / /
(fig.68)
Pseudomonas luteola R R / R S / / /
Aeromonas hydrophila (Al) R R R R / / / /
Salmonella spp. (Sa2) R R R S / R / /
(fig.69)
Serratia odoriferal R R R R / R / /
(fig.70)
Vibrio alginolyticus R / R R S R / /
Enterococcus faecium S R R R S / / /
(fig.71)
Klebsiella pneumoniae spp R R R R / R / /
ozaenae
(fig.72)
Pantoea spp. 2 R R R R / / / /
(fig.73)
Proteus mirabilis R R R R / / / /
(fig.74)
Enterobacter sakazakii R R R R / R / /
(fig.75)
Raoultella terrigena R R / R / / / /
(fig.76)
Pseudomonas fluorescens R S / R S / / /
Vibrio fluviatus S / / / S / S S
Escherichia coli 1 R / / / S / R S
Salmonella spp. (Sal) R / / / / / R /
Citrobacter braakii R / / / S / R S
Pantoea spp. R / / / S / S S
Citrobacter freundii R / / / S / S S
S : sensible R : résistant | : intermédiaire / : non effectuée
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Figure 67: Résultat de I’antibiogramme Figure 68: Résultat de I’antibiogramme de

de Micrococcus spp. Staphylococcus aureus

Figure 69: Résultat de I’antibiogramme Figure 70: Résultat de I’antibiogramme de

de Salmonella spp. (Sa2) Serratia odoriferal

Figure 71: Résultat de I’antibiogramme Figure 72: Résultat de I’antibiogramme

d’Enterococcus faecium de Klebsiella pneumoniae spp ozaenae
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Figure 73: Résultat de I’antibiogramme de Figure 74: Résultat de I’antibiogramme de
Pantoea spp.2 Proteus mirabilis

Figure 75: Résultat de I’antibiogramme Figure 76: Résultat de I’antibiogramme

d’Enterobacter sakazakii de Raoultella terrigena
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I1. Discussion :

Altérations des carassins communs étudiés:
La prévalence globale (P%) de poissons atteints de lésions externes est égale a 18.66 %.
Ces Iésions sont présentes essentiellement au niveau de la peau sous la forme d’érosions, de
nécroses ou d’hémorragies. Leur origine est probablement due a des parasites, des maladies
bactériennes (Aeromonas sp., Pseudomonas sp., Vibrio sp. et Escherichia coli), des polluants

chimiques, des carences vitaminiques ou des traumatismes.

Les bactéries isolées des carassins communs etudieés :

Afin de connaitre la composition bactérienne des différentes parties de corps du carassin
commun Carassius carassius peuplant les eaux du canal Messida, nous avons isolé et
identifier le maximum des souches bactériennes présentes dans les branchies, le mucus et la
chair, 31 espéces bactériennes appartenant a différents groupes ont été identifiées:
entérobactéries (19 especes), vibrions (02 espéces), Pseudomonas (02 especes), Aeromonas
(04 espéces), Pasteurella (01 espéce), staphylocoque (01 espéce), microcoque (01 espéce), et
entérocoque (01 espece).

Plusieurs genres appartenant a la famille des enterobacteriaceae ont été detectés dans les
trois parties étudiées (branchie, mucus et chair), ceci est expliqué par la présence ubiquitaire
des entérobacteries dans la nature, on peut les retrouvées notamment dans la flore digestive
de ’homme et des animauX, chez les vegétaux, et dans I’environnement (sol et eau) (Cristian
et al., 2008).

Deux especes de Vibrio ont été détectées : Vibrio fluviatis et Vibrio alginolyticus au
niveau des branchies. Ces espéces sont considéré comme les espéces les plus fréguentes
vivants librement dans I'eau et les sédiments et peuvent survivre dans l'eau de mer, méme

dans des conditions de stress tout en conservant leur virulence (Mustapha et al., 2013).

Ces especes peuvent causées une vibriose des poissons, septicémie et Iésions chroniques

(ulceres buccaux, cutanés et foyers nécrotiques internes) [25].

Le genre Pseudomonas est trés répandue dans la nature, mais nos analyses ont permet
d’isoler seulement deux especes : Pseudomonas luteola a partir des branchies et Pseudomonas

fluorescens a partir de la chair.
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Les bactéries du genre Pseudomonas sont ubiquitaires. Elles ont une capacité
remarquable a s’adapter et survivre dans de nombreuses niches écologiques de
caracteristiques différentes. On les retrouve dans les eaux, les sols, les végétaux et les denrées
alimentaires. La chimio-organotrophie et leurs exigences nutritives modestes leur permettent

de survivre et de se multiplier dans des environnements humides.

La présence de ces especes peut causer des altérations pour le poisson étudié si leur
charge est importante, elles sont responsables des pigmentations noires et au niveau de la
nageoire pectorale, pelvienne et anale (Coignet., 2014).

Une Pasteurella spp. a été isolé a partir des branchies, la présence de ce genre bactérien
peut étre expliqué par le fait que c’est une bactérie commensale des muqueuses des animaux
(mammiferes, oiseaux, poissons et fruits de mer) domestiques et sauvages. Il existe des
pasteurelloses qui touchent les poissons mais les agents responsables sont Pasteurella

piscicida et Pasteurella multocida [32].

Quatre souches d’Aeromonas hydrophila ont été isolées a partir des trois parties de corps
étudies. Cette espéce est aussi une espéce ubiquiste plus fréquente aussi bien en eaux marines
qu’en eaux douces. Cette bactérie a une répartition géographique mondiale dans les eaux
douces, les eaux de faible salinite, et les sédiments. D’une maniére générale I’environnement

aquatique constituent 1’habitat principal de ce germe (Euzéby, 2002).

La possibilité de toxi-infections alimentaires ou d’intoxications suite a la consommation
des carassins communs peuplant les eaux du site d’é¢tude n’est pas exclue, car les souches
d’Aeromonas hydrophila produisent fréquemment des hémolysines et des entérotoxines ce qui
suggere un réle dans la survenue de toxi-infections alimentaires. Actuellement elle est
reconnue comme une bactérie responsable de pathologies digestives et extra-digestives
(Euzéby, 2002).

La présence des especes du genre Staphylococcus et Micrococcus (S.aureus, et
Micrococcus spp.) est due au caractére ubiquiste de ces genres bactériens, elles sont tres
répandue dans la nature (eau, sol, et air) comme on peut les trouvées sur la peau des humains
et des animaux (Cristian et al., 2008). La détection de S.aureus au niveau de la chair peut
constituer un risque sanitaire sérieux pour les consommateurs par la production d'un grand

nombre de substances diffusibles (Hémolysines, Leucocidine et Entérotoxines) [26].
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Les Microcoques sont généralement non pathogenes, ils peuvent se comporter en

pathogénes opportunistes [27].

Le genre Enterococcus comprend une vingtaine d’espéces qui se retrouvent dans
différents habitats et chez différents hétes. On les retrouve souvent dans le tractus gastro-
intestinal des humains et de plusieurs animaux, la détection d’Enterococcus Faecium au
niveau des branchies est expliquée par sa présence dans 1’eau suite a la contamination de ce
dernier par les matieres fécales de I’homme et de I’animal (elles sont présentes dans les

intestins d’environ 75 % des humains) (Clausen et al., 1977).

% La détection de plusieurs bactéries (commensales et pathogénes) au niveau des
différentes parties de corps des carassins Carassius carassius est probablement liée a la
présence de ces bactéries dans les eaux du canal Messida (leur milieu de vie) :

- La localisation des bactéries au niveau des branchies est expliquée par leur contact direct
avec I’eau lors de la respiration (c’est ’organe principale capable d’assurer les apports en
O, indispensable a la vie des poissons) et le deplacement (Bourgeois, 1988), donc elles
retiennent toutes les particules ainsi que les bactéries présentes dans 1’eau (Bruslé et
Quignard, 2004).

- En ce qui concerne le mucus, sa contamination est due a la colonisation des bactéries de
I’environnement de vie a la surface de la peau du poisson et largement au niveau des
alvéoles des écailles (Huss, 1988).

- La chair du poisson sain, vivant ou fraichement péché est stérile car le systéme
immunitaire du poisson empéche les bactéries de se proliférer dans sa chair. A la mort du
poisson, le systéme immunitaire d’effondre et les bactéries peuvent proliférer librement
(Huss, 1988). Du fait que seul un nombre limité d’organismes envabhit réellement la chair
et que le développement microbien se situe essentiellement a la surface, 1’altération
s’avere probablement, pour une grande part, étre une conséquence de la diffusion des

enzymes bactériennes dans la chair et des nutriments a I’extérieur. (Huss, 1988).
Résistance aux antibiotiques :

Les résultats de I’antibiogramme montrent que toutes les souches isolées a partir des trois

parties du corps des carassins sont résistantes a un ou plus d’antibiotique testé.

La majorité des entérobactéries isolées sont résistantes a la famille des Béta-lactamines :

100 % résistent a la peénicilline, et 85,71% résiste a I’amoxiciline. Cette résistance est
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expliquée par la production des R-lactamases qui est retrouvée chez de nombreuses
entérobactéries (Klebsiella, Escherichia, Salmonella, Serratia, Citrobacter et Proteus)
(Zogheib et Dupont, 2005).

Nos résultats ont montré aussi que 100 % des souches d’entérobactéries qui sont testées
vis-a-vis de ’Erythromycine et Lincomycine sont résistantes a ces deux antibiotiques. Les
germes Gram négatifs, en particulier les entérobactéries, sont intrinsequement résistants aux
macrolides, en effet, leur membrane cellulaire externe est imperméable aux composés

hydrophobes tels que les macrolides [28].

La présence de quatre entérobactéries (tableau 19) résistantes a la Vancomycine, et au
Bacitracine est expliquée par la résistance naturelle a ces antibiotiques qui est liée a une
imperméabilité de leur paroi [29].

Parmi les vibrions isolés, seulement la souche de Vibrio alginolyticus est resistante a
quatre antibiotiques : la pénicilline, I’amoxiciline, Lincomycine et la vancomycine.
Vibrio alginolyticus présente une variété importante de résistance naturelle aux R-lactamines

par production de plusieurs types de [3-lactamases.

La résistance aux macrolides est principalement due a deux mécanismes: une
modification de la cible par méthylation, inhibant la liaison entre 1’antibiotique et sa cible
ribosomiale, et un efflux actif de I’antibiotique, par contre la résistance a la Vancomycine est

expliquée par la présence de genes de résistance (Van A a G) [30].

Les deux souches de Pseudomonas (P. fluorescens et P.luteola) sont résistantes a
I’ampicilline et 1’Amoxicilline. Cette bactérie est connue par la faible perméabilité de sa
membrane externe, I’expression de plusieurs systemes d’efflux, dont I’activité a été rapportée
pour la premiere fois en 1994, ce qui lui permet de résister a divers antibiotiques (Livermore
et Nikaido, 1994).

Aeromonas hydrophila (A 1) isolée du mucus des poissons étudiés a été résistante aux [3-
lactamines et aux macrolides. Ces résultats sont expliqués par une résistance enzymatique (13-
lactamase) (Zogheib et al., 2005) et une résistance par imperméabilité. Ces résultats sont
similaires a ceux obtenus par Vivekanandhan et al. (2001) au sud de I’'Inde qui a trouvé que

la plupart des souches d’Aeromonas hydrophila étaient résistantes a I'Erythromycine.
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Les profils de résistance de Staphylococcus aureus, et Micrococcus spp.est le suivant :
P%, ER, L%, AMCS, et P°, ES, L%, AMC®. L'habitat de ces bactéries en milieu humide - eau,
égouts - et sols riches en antibiotiques, lui confere des facteurs de résistance a plusieurs
antibiotiques (Zogheib et Dupont, 2005), mais les souches isolées dans notre étude sont
sensibles a la majorité des antibiotiques testés ce qui est expliquée par le fait que ce sont des
phénotypes sauvages [31].

La dissémination de plusieurs bactéries résistantes aux antibiotiques dans les carassins
communs peuplant le canal Messida peut étre liée d’une part a une résistance intrinséque, et
d’autre part a une résistance acquise qui est due a un réacteur biologique dans lequel les
échanges génétiques et les événements de recombinaison, influencés par les conditions

biotiques et abiotiques, profilent I’évolution de I’antibiorésistance (Baquero et al., 2008) :

e Le premier réacteur est constitué par les microflores humaines et animales, composées
d’environ 500 especes bactériennes qui par exemple, soumises a la pression exercée lors
de traitements antibiotiques, augmentent [’émergence et la proportion de souches
bactériennes résistantes et multirésistantes. Cette contamination étant principalement
d’origine fécale (Sommer et al., 2009). Plusieurs études ont montré que les bactéries
résistantes aux antibiotiques, en particulier a la famille des béta-lactamines, ont été a de
nombreuses reprises rapportées chez les animaux d’élevage (Liebana et al., 2006; Mesa
et al., 2006), les animaux de compagnie (Wieler et al., 2011 ; Dahmen et al.,2013) et les
animaux sauvages (Guenther et al., 2011). Une autre étude a montré qu’aux abords d’un
étang en République tchéque, des souches bactériennes antibio-résistantes ont été isolees
des excréments d’oiseaux marins (Simdes et al., 2010 ; Dolejska et al., 2009), ce qui

montre que ces souches sont implantées dans ces ecosystemes.

e Le second réacteur comprend tous les lieux ou les facteurs, tels que les antibiotiques, qui
augmentent la proportion de bactéries résistantes aux antibiotiques. Ceci en fait des lieux
d’émergence, d’échange et de dissémination des génes de résistance dans les populations
(Wright, 2010). L’échange naturel de genes entre bactéries dans I’environnement est un
fait connu (Bertolla et al., 2000). Les trois mécanismes de transfert horizontal de genes
(HGT) identifiés (la conjugaison, la transduction et la transformation) ont été largement
étudiés (Yin et Stotzky, 1997; Demanéche et al., 2000). Par conséquent, la présence de

bactéries résistantes aux antibiotiques dans la colonne d’eau et dans les sédiments peut
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affecter la qualité de 1’eau mais aussi contribuer au HGT entre les bactéries, ce qui
implique la diffusion généralisée de génes résistants aux antibiotiques (Kimmerer, 2004;
Demanéche et al., 2008; Thevenon et al., 2012).

e Le troisiéme réacteur correspond aux eaux usées, les effluents d’élevage et les résidus
biologiques provenant des réacteurs précédents, ou le mélange entre bactéries
commensales et environnementales d’une part, et bactéries résistantes et sensibles d’autre
part augmentent la probabilité des échanges entre bactéries, et par conséquent la
dissémination de 1’antibiorésistance (Wright, 2010). (Machado et al., 2009) ont montré
que des souches d’entérobactéries productrices de B-lactamase a large spectre étaient
présentes dans des échantillons d’eau prélevés dans la riviere Sousa et au niveau de la
cote de Porto, au Portugal, a proximité de points de déversement d’eaux usées (Machado
et al., 2009). En Irlande, des bactéries antibio-résistantes ont été retrouvées dans des
effluents traités se déversant dans la mer (Galvin et al.,, 2010 ) et dans une étude
espagnole, les eaux de rivieres prélevées en aval d’un point de versement d’effluents de
stations d’épuration contenaient plus d’entérobactéries et de souches d’Aeromona ssp.
résistantes aux antibiotiques que les eaux situees en amont de ce point de versement
(Goiii-Urriza et al., 2000).

Finalement, nous pouvons dire que les carassins communs peuplant les eaux du canal
Messida hébergent une flore bactérienne trés diversifiées avec présence des especes
pathogenes resistantes a certains antibiotiques, en se réferant aux normes de salubrité des
poissons (tableau 07 —Annexe Il ), la consommation de ces poissons peut causer des

problémes sanitaires aux consommateurs s’ils ne sont pas suffisamment cuits.
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Annexe |:

«»» Les milieux de culture utilisés :

= Gélose de Mac Conkey :

Composition:
- Peptone pancréatique de gélatine ...........c.ccccevennnn. 17,09
= TIYPLONE. ..o s 159
- Peptone pepsique de viande ..........cccooeieieieiinennee 15¢
S I T 0 1= 10,0 g
= SelS DIAINES. ...veeii e 159
- Chlorure de sodium...........ccoovveeieieciie e 500
- ROUQE NEULIE ... 30,0 mg
O ¢ 1 7 | IAVZT0] ) S 1,0 mg
- Agar agar bactériologique...........ccocevevvereieneninienn 1359
-Baudistillé.........cooooiii 1000 ml

pH:7,3+0,2

= Gélose Hektoen :

Composition:

-Protease peptone. ..........covvvuiiiiiiiiiiiiiee e 2g
-Extraitde levure...........oooiiiiii i, 39
- Chlorure de sodium...............ccooiiiiiiiiiiii e, 50
-Thiosulfate de sodium..................ccoooiiiiiiiininn. 59
- Sels biliaires ....ovviiniiii i 9¢
-Citrate de fer ammoniacale...........................c..ll 1.5¢
-Salicine ..o 29
- SaCChArOSe. ..., 129
= LaCtOSE tout i 29
- Fuchsine acide.............coooeviiiiiiii e, 01g
- Bleu de brothynol................coo 0.06 9
SAGAT. 149
-Eau distillée............coooiiiiii 1000 ml



= Gélose SS :
Composition :

- Peptone pancréatique de viande ............ccccoeeriirennnes, 500
- Extrait de viande ........cccoeeiieie i 5040
= LACTOSE .o 10,09
= SElS DIHAINES. ...vveii e 8,50
- Citrate de SOUIUM.......ccooiiiiieee e 10,0 g
- Thiosulfate de SOdIUM..........cccevvrierieeieee e 8,59
- Citrate ferriqgue ammoniacal............cccoceviiiniieniinnnn 10¢g
- ROUQE NEULIE ... 25,0 mg
SVeErt brillant.......c...ooovveiiiieeee e 0,33 mg
- Agar agar bactériologique...........ccooeeverineninienininniens 1509
- Eau distillé........ooooeeecie e 1000 ml
pH=7,0

=  Milieu TSI:

Composition :

-Extrait de 'oeuf ........coooviieiiiie e, 3g/L
SAAGAN e eae s 12g/L
-Extrait de levure ... 3g/L
= PEPLONE ..o 20g/L
= LACTIOSE. ..t 10g/L
= SACCHAIOSE. .....cvviivieciicec e 10g/L
S INACL 5¢/L
= GIUCOSE.....eeie e 1g/L
- Citrate ferriqUe......ccooveveie e 3g/L
- Thiosulfate de SOdiUM..........cccevveviiieciece e 3g/L
- Rouge de phénol...........ccccoveiiiviiecece 0,025¢/L
-Eau distillée.........coovieiiiicce e 1000 ml

Ajouter pHa 7.4



=  Milieu citrate de Simmons:

Composition :

-Chlorure de SOAIUM.........ccoiiiiiiicie e 5¢
-Sulfate de magnesium ...........ccocoveerenneneneecne e 0,29
-Phosphate d’ammonium POH.............ccccocveviiinriinene 19
- Phosphate di potassique POHK..........ccccooviiiiiiininenns 29
-Citrate triSOIQUE. .....c..eveeierieie e e 29
-Solution de bleu bromothymol 1%............cccccoeveinnnnn. 8 ml
SAAGAT s 159
-Eau distillée.........cooeiei 1000 ml

Ajuster le pH a 7-7.2.

= Milieu mannitol- mobilité:

Composition :

-Peptone pancréatique de viande............ccccoeeereennee 20g/L
= AGA-A0AT et 4g/L
= MaNNItOL....cecece e 29/L
-Nitrate de potassSiUm..........ccceevvereeriecriesieseereese e 1g/L
-Rouge de phénol solution @ 1%.........ccccceeeevvevvvneenne. 4ml
-Eau distillée..........coooooiiiiii e, 1000 ml

Ajuster le pHa 7.2.

=  Milieu Clark et lubs :

Composition :

-Peptone trypsique de casein..................ovueennee 5¢g/L
- Phosphate bi potassique..............ccevvveiiiinnnnne. 5¢g/L
= GlUCOSE. ..o 5¢g/lL
-Eaudistillée..........oooeiiiii 1000 ml

pH = 7,5 (environ)



= Milieu Urée-indole:
Composition :

-L-tryptophane.............ooooiiiiiii 3g
-Phosphate monopotassique.............cceevvverennnnnn. 19
-Phosphate di potassique.............ccoeeviiininninnne. 19
-Chlorure de sodium..............cooeviviiieiiinninnn.n. 509
SUTEC. o 209
- Solution rouge de phénol a 1%............ccccvevennene 2,5 ml
=AIC001 2 95°. i 10 ml
-Eau distillée...........cooooiiiiiiiiii 1000 ml
pH =6,7

= Milieu Chapman:

Composition:

-Peptone trypsique de caséine ........................ 109
-Extrait de viande..........cccoooveiiiiiiene e 19
-Chlorure de sodium.............ccoovviiiiiiiiinannnn, 7549
-Mannitol.......ooeii 10g
-Rouge dephénol..................oooiiii 0.025¢g
SAZAT 159
-Eau distillée...............ooooiiiiii 1000 mi

= Gélose nutritive :

Composition:

- extrait de viande de 'oeuf ... lg
SAGAT 15¢g
) 015] 010 0 Sg
- chlorure de sodium..............oooviiiiiiiiin 15g
-extraitde levure ... 2g



= Gélose Cétrimide

Composition :

-PEPLONES......oiii 209
-Sulfate de PotasSiuM.........ccccvvveeieriiiieiene e 109
-Chlorure de magnésium.........cccooevrereenenenenenennne 39
-Phosphate dipotassique...........coceovvrveiiereiiencnienie, 0,3¢
O] {1 11T [T 0,2¢
-Acide NalidiIXIQUE........covvereereee e 0,015 ml
SGIYCEIOL ..o 10mi
SAAGAT s 13 ¢
pH =7,1
= Milieu King A :
Composition:
-Bacto-peptone...........ccooiiiiiiii 209
FA AT 159
“Glyclrol CP...oeo e, 10g
- K2HSOsanhydre.........coooiiiiiiiiii i, 15¢g
-MgClzanhydre...............coooiiiiiiiiii, 149
-Eaudistillé.........oooiiiiiii 1000 ml
pH=7,2
= Milieu King B:

Composition:

- Protéose peptone (Difco).........coevvvviiiiinnn... 20¢g
S AGAT. 15¢
- Glycérol C.P....o 10g
- K2HSOsanhydre. ... 159
-MgCl2 anhydre............cooooiiiiiiiiiee, 149
-Eaudistillé.......oooooiii 1000 ml

pH:7,2+0,2



= Gélose Columbia au sang :

Composition :

Meélange spécial de peptones..........ccccoeerereeirereenns 239

AmIdon.. ..o 19

NACL ..o 5¢

AZAT. . 10 g

Sang de moutoN.........coeiiiiiii e 50 ml
pH =7,3

= Gélose Mueller-Hinton :

Composition:

- Hydrolysat acide de caséine ..........ccceeuvevnne 1759
- Infusion de viande.............ooecevevievnie e, 2049
- Amidon SOlUbIE ......cccvvveeiice e 15¢
- Agar agar bactériologique..........c.cceevverveannnnn 17,09
-Eau distillé........ccoooveii 1000 mi

% Réactifs :

= Réactif TDA : pour la recherche de tryptophane désaminase :

Perchlorurede fer.................oooiiiiiil. 349¢
Eau distillée...........cccoeviiiiiiiii, 100 ml
= Réactif IND : pour la recherche de I’indole :
Paradimethyl aminobenzaldéhyde................. 509
Alcool isoamylique..............cooevviiiiinnnn.n.. 75 mi
HCL o 377

= Réactif de VogesProskauer (VP) : pour la recherche de I’acétoine :
= VP1:

Hydroxyde de potassium...............c.covvvuiniene 409

EBau distillée..........c.oooeiiiiiii 100 ml
= VP2:

Alphanaphtol................. 69

Ethanol ..., 100 ml



» Réactif Kowacks : pour la recherche de I’indole.

-Paradeethylamino benzaldéhyde.................... 59

-Alcool amylique..........coooviiiiiiiiiiiiininnnn. 75 ml

SHCIpur. .o, 25 ml
*= Rouge de méthyle :

-Rouge de methyle..................ooiiiiiiin. 0,50

- Alcool éthylique a 60° ...............cevvninne 100 ml

Colorants:

= Lugol : Elle estutilisée sur la coloration de Gram pour fixer le colorant

Slode. g
-lodure de potassium.............cceevvviniiiinninnnn. 29
-Eaudistillée.........coooiiiiii 39
= Violet de Gentiane : Elle est utilisée pour colorer les bactéries.
-Violet de gentiane.................ocoiiiiiiiiiiinne, lg
-Ethanol 8 90%.........cccovviiiiiiiece e iml
SPhénol... ..o, 29
-Eau distillée..........coviiiiiiii 100 ml
= Fuchsine de Ziehl :
-Fuchsine basique...............ccooiiiiiiiinn. lg
-Alcool éthylique............cooooiiiiiiiin.n. 100 ml
SPhéno....oooi 159



Annexe Il :
Tableau 01 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisee API 20E [15]

Test Groupements active Réactions / Enzymes Résultats
ONPG | Ortho-nitro-phényle-B- Beta-galactosidase Negative Positive
D- Galactopyranoside incolore jaune
ADH Arginine Arginine Jaune Rouge/orange
désahydrolase
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
OoDC Orthine Ornithine Jaune Rouge/orange
décarboxylase
ICITI Sodium citrate Utilisation de citrate Vert Bleu-
vert/orange
HaS Thiosulfate de sodium Production de HS Incolore Noir
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orange
TDA Tryptophane Tryptophane Jaune Marron
désaminase
IND Tryptophane Production d’indole Incolore Rose
1VPL Pyruvate de sodium Production d’acétoine VP1+ VP2
Incolore Rose/rouge
IGELI | Geélatine emprisonnant Gélatinase Pas de Diffusion de
de charbon diffusion de pigment noir
pigment noir
GLU Glucose Fermentation Bleu/bleu vert | Jaune/vertjaune
/oxydation
MAN Mannitol Fermentation Bleu/bleu vert Jaune
/oxydation
INO Inositol Fermentation Bleu/bleu vert Jaune
/oxydation
SOR Sorbitol Fermentation Bleu/bleu vert Jaune
/oxydation
RHA Rhamnose Fermentation Bleu/bleu vert Jaune
/oxydation
SAC Sucrose Fermentation Bleu/bleu vert Jaune
/oxydation
MEL Mlebiose Fermentation Bleu/bleu vert Jaune
/oxydation
AMY Arabinose Fermentation Bleu/bleu vert Jaune
/oxydation
ARA arabinose Fermentation Bleu/bleu vert Jaune
/oxydation
GLU tube Production de NO2 NIT 1+NIT 2, 2-3 min
NOs- réduction N2 gaz
NO2
Jaune Rouge




Tableau 02 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée Api Staph [16].

Tests substrats Caractere recherché Résultats
Négative Positive
0 Aucun Témoin négatif Rouge -
GLU | D-glucose Témoin négatif
FRU | D-fructose
MNE | D-mannose
MAL | Maltose Rouge Jaune
LAC | Lactose Acidification a partir du
TRE | D-tréhalose carbohydrate
MAN | D-mannitol
XLT | Xylitol
MEL | D-melibiose
NIT | Nitrate de potassium Réduction des nitrates en NIT1+NIT2/10mn
nitrites Incolore/Rose Rouge
PAL | B-naphtylac.phosphate Phosphatase alcaline ZYMA+ZYMB/10 mn
Jaune |  Violet
VP | Pyruvate de sodium Production d’acétyl VP1+VP2/10mn
méthyl-carbonyl Incolore/rose | Violet/rose
RAF | Raffinose
XYL | Xylose Rouge Jaune
SAC | Saccharose Acidification a partir du
MDG | a-methyle-D- carbohydrate
glucosamine
NAG | N-acétyl-glucosamine
ADH | Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange/rouge
URE | Urée Uréase Jaune Rouge/violet




Tableau 03 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API strep [17].

Test Groupements active Réactions / Enzymes Résultats
Négative |  Positive
VP Pyruvate de sodium Production d’acétoine VP1+ VP2/ jusqu’a 10 mn
Incolore | Rose/rouge
HIP Acide hippurique hydrolyse NIN/ jusqu’a 10 mn
Incolore/Bleu péle | Bleu foncé/violet
ESC EsculineCitrat de fer Hydrolyse B-glucosidase Incolore/ jaune pale Noir/gris
PYRA Acide pyroglutamique-p- PYRrolidonyl Arylamidase ZYM A+ZYM B/10mn
naphtylamide
Incolore/orange orange
pale
aGAL 6-bromo-2-naphtyl-aD- a-GALactoside Incolore Violet
galactopyranoside
BGUR Acide naphtol- B-GLUcuRonidase Incolore Bleu
ASBgalactopyranoside
BGAL 2-naphtyl- B- GALactoside Incolore ou violet Violet
BDgalactopyranoside pale
PAL 2-naphtyl phosphate Phosphatase Alcaline Incolore ou violet Violet
pale
LAP L-leucine-B-naphtylamine Leucine AminoPeptidase Incolora orange
ADH L-arginine Arginine DIHydrolase Jaune Rouge
RIB D-ribose Orange/ Rouge Jaune
ARA L-arabinose
MAN | D-mannitol Acidification
SOR D-sorbitol
LAC D-lactose
TRE D-thréhalose
INU Inuline
RAF d-raffinose
AMD Amidon
GLYG | glycogene




Tableau 04 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisee API 20 NE [18].

Tests Substrat Enzymes/Réactions Résultats
Négatif Positif
NO3 Nitrate de potassium Réduction des nitrates NIT1+NIT2/5mn
en nitrites Incolore Rose/rouge
Réduction des nitrates ZN/5mn
en azote Incolore Rose
TRP Tryptophane Formation d’indole TRP/3-5mn
Incolore Goutte rouge
GLU Glucose Fermentation Bleu a vert Jaune
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange/rose/rouge
URE Urée Uréase Jaune Orange/rose/rouge
ESC Esculine Hydrolyse Jaune Gris/marron/noir
GEL Gélatine Hydrolyse Pas de Diffusion du
diffusion du pigment noir
pigmen
PNPG p-Nitro-phényle-BD- B-galactosidase Incolore Jaune
Galactopyranoside
GLU Glucose Assimilation Transparence Trouble
ARA Arabinose
MNE Mannose
MAN Mannitol
NAG N-acétyl-
glucosamine
MAL Maltose
GNT Gluconate
CAP Caprate
ADI Adipate
MLT Malate
CIT Citate
PAC Phényl-acétate
OX Tetraméthyl-p- Cytochrome oxydase Incolore Violet
phenylene diamine




Tableau 05: Diamétres des zones d’inhibition obtenues (mm) de I’antibiogramme des

souches étudiées.

ithiotiques

o
(40 o o o
5 |@ |3 |8 |8 |2 |8 |8
Especes <
Micrococcus spp. 35 22 23 31 / / / /
(fig.65)
Staphylococcus aureus 41 6 29 35 / / / /
(fig.66)
Pseudomonas luteols 6 9 / 6 30 / / /
Aeromonas hydrophila (Al) 6 6 6 15 / / / /
Salmonella spp. (S2) 6 6 6 20 / 6 / /
(fig.67)
Serratia odoriferae 6 6 6 9 / 6 / /
(fig.68)
Vibrio alginolyticus 6 / 18 9 32 13 / /
Enterococcus faecium 29 22 14 27 31 / / /
(fig.69)
Klebsiella pneumoniae spp 7 6 6 11 / 15 / /
ozaenae
(fig.70)
Pantoea spp. 2 6 15 13 6 / / / /
(fig.71)
Proteus mirabilis 6 6 6 9 / / / /
(fig.72)
Enterobactr sakazakii 6 6 6 15 / 6 / /
(fig.73)
Raoultella terrigena 6 6 / 17 / / / /
(fig.74)
Pseudomonas fluorescens 6 20 / 6 35 / / /
Vibrio fluviatus 42 / / / 37 / 21 35
Escherichia coli 1 9 / / / 37 / 8 31
Salmonella spp. (S1) 6 / / / / / 6 /
Citrobacter braakii 6 / / / 28 / 6 33
Pantoea spp. 18 / / / 38 / 23 35
Citrobacter freundii 22 / / / 34 / 17 40




Tableau 6 : les normes de la qualité microbiologique des poissons (Jouve, 1996).

Poissons, produits de la péche, | n | ¢ m M Etape d’application
produits dérivés du
critére
E. coli 5|1 10 100 Consommation
UFCl/g UFCl/g
Coliformes 44°C | 5 | 2 = = Consommation
POiSSONS StaphyIO(I:oques 512 100 1.103 Consommation
frais ou coagulase UFC/g UFCl/g
congelés positive
Salmonellaspp. | 5| 0 Abs/25¢ Consommation

Tableau 07 : Limites acceptables des diamétres d’inhibition (mm) des souches de références
utilisées obtenus par diffusion en gélose [33].

Antibiotiques | Charge du E.coli P.aeruginosa | S.aureus | Enterococcus
disque (ATCC (ATCC (ATCC feacalis
25922) 27853) 25923) (ATCC
29212)
Pénicilline G 10 g - - 31,0-38,5 -
Amoxiciline 30 ug 22.0- 26.5 - - -
Erythromycine 15 Ul - - 26,5-31,5 14- 22
Lincomycine 10 g - - 24,5 -29,5 -
Tétracycline 30 pg - - - 15-18
Vancomycine 30 pg - - 17.5-20.5 -




Résumé

La présente étude consiste & isoler et a identifier les bactéries présentes chez le carassin
commun Carassius carassius peuplant les eaux du canal Messida (situé dans le PNEK —Nord-
Est Algérien) au niveau de trois parties : Branchie, mucus et chair durant deux mois (Février
et Mars 2015). Trois stations d’échantillonnage s’étendent de I’exutoire du lac Tonga jusqu’a
I’embouchure ont été choisies le long du canal Messida en fonction de l'implantation des

sources de contamination.

La résistance aux antibiotiques fréquemment utilisés en médecine vétérinaire et en
médecine humaine a été testée sur les souches bactériennes isolées des poissons étudieés.

L’examen externe des poissons a montré une prévalence globale de poissons atteints de
Iésions externes égale a 18.66%.

Les analyses bactériologiques ont confirmé la présence de plusieurs genres bactériens :
31 souches bactériennes ont été identifiées, 19 sont des entérobactéries, 04 Aeromonas, 02
vibrions non cholériques, 02 Pseudomonas, 01 Pasteurella, 01 staphylocoque, 01

entérocoque, et un microcoque.

La résistance aux antibiotiques a révélé la présence de plusieurs profils de résistance :

Les souches d’entérobactéries sont résistantes a 100%, a la Pénicilline, a
I’Erythromycine, et au Lincomycine, 85.71% a 1’Amoxicilline et quatre souches sont
résistantes au Vancomycine et, au Bacitracine. Une souche de vibrio est résistante a la
Pénicilline, I’Amoxicilline, Lincomycine et Vancomycine, et la souche d’Aeromonas
hydrophila est résistante a I’ Amoxicilline et a la Pénicilline.

Deux souches de Pseudomonas sont résistantes a I’ampicilline et I’amoxicilline, et une
souche d’entérocoque est résistante a I’Erythromycine, Lincomycine et 1I’Amoxicilline. La
bactérie pathogene Staphylococcus aureus a résisté seulement a I’Erythromycine.

Les résultats obtenus confirment que les carassins communs du canal Messida constituent

un risque pour la santé publique lorsqu’ils ne sont pas bien cuits.

Mots clés : souches bactériennes, Carassin carassius, canal Messida, résistance aux

antibiotiques.



Summary

The aim of This study is the isolation and identification of the bacteria present in the
Crucian carp inhabiting the waters of Messida channel (situated in the PNEK -North-Eastern
of Algeria) at three parts : Gill, mucus and flesh for two months (February and March 2015).

Three sampling stations extending from the outlet of Lake Tonga to the mouth were
selected along oued Messida depending on the location of sources of contamination.

The bacteria isolates from isolated fish studied were tested for susceptibility to antibiotics

used in veterinary medicine and in human medicine.

The external examination of fish showed an overall prevalence of fish suffering from
external lesions equal to 18.66%.

Bacteriological analyzes confirmed the presence of several bacterial : 31 bacterial strains
were identified, 19 are enterobacteria, 04 Aeromonas, 02 non-cholera vibrio, 02
Pseudomonas, 01 Pasteurella, 01staphylococci, 01 Enterococcus, and 01 micrococcus.

Antibiotic resistance revealed the presence of several resistance patterns :

Enterobacteria are 100% resistant to Penicillin, Erythromycin, and to Lincomycin,
85.71% to Amoxicillin and four strains are résistant to Vancomycin and Bacitracin. A strain
of Vibrio is resistant to penicillin, amoxicillin, Lincomycin and Vancomycin, and the strain

Aeromonas hydrophila is resistant to amoxicillin and penicillin.

Two Pseudomonas strains are resistant to ampicillin and amoxicillin, and Enterococcus
strain is resistant to Erythromycin, Lincomycin and Amoxicilline. The Pathogenic bacterium

Staphylococcus aureus resisted only to erythromycin.

The results confirm that the crucian carp captured from Messida channel constitues a risk

to public health if they are not properly cooked.

Keywords: bacterial strains, Crucian carp, Messida channel, antibiotic resistance.
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