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Résumé
Inventaire qualitatif de la flore bactérienne associée a I’activité aquacole

Le présent travail est un inventaire qualitatif de la flore bactérienne associée a
I'élevage de la moule « Mylitus galloprovencialis » au niveau de la ferme

« CULTMARE » spécialisée dans I'élevage des moules et des huitres.

Pendant trois mois (Avril, Mai et Juin 2022) des échantillons d’eaux on été prélevées
au niveau de trois stations pour le suivi de la qualité bactériologique et l'identification

des bactéries présentes dans les eaux d’élevage.

Les résultats obtenus montrent une variation de degré de contamination en fonction
des mois et des stations. L’échantillon le plus contaminé est prélevé au niveau de la
filiere en mois de Juin ceci coincide avec le début de la saison estivale. L'origine de
la contamination fécale au niveau des eaux de la ferme est mixte a prédominance

humaine ce qui signifie que la zone recoit des rejets non traités.

51 souches bactériennes appartenant a 27 especes différentes ont été identifiées.
Flavimonas horyzabitans, Klebsiella pneumoniae, et Shigella spp sont les bactéries
gui apparaissent durant les trois prélévements. Nous avons aussi noté la présence

de Vibrio fluvialis et Salmonella arizonae.

Mots clé : Aquaculture, germes pathogénes, Moules, eaux d’élevage, Coliformes

fécaux, Coliformes totaux, Streptocoques fécaux.
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Abstract

Qualitative inventory of the bacterial flora associated with aquaculture activity

The present work is a qualitative inventory of the bacterial flora associated with the
breeding of the mussel "Mylitus galloprovencialis” at the level of the farm

"CULTMARE" specialized in the breeding of its mussels and oysters.

For three months (April, May and June 2022) water samples were taken at three
stations to monitor bacteriological quality and identify bacteria present in breeding

water.

The results obtained show a variation in the degree of contamination depending on
the month and the station. The most contaminated sample is taken at the sector level
in June, this coincides with the start of the summer season. The origin of the fecal
contamination in the waters of the farm is mixed, predominantly human, which means

that the area receives untreated discharges.

51 bacterial strains belonging to 27 different species have been identified.
Flavimonas horyzabitans, Klebsiella pneumoniae, and Shigella spp. are the bacteria
that appear during the three samples. We also noted the presence of Vibrio fluvialis

and Salmonella arizonae.

Keywords: Aquaculture, pathogenic germs, mussels, farmed waters, fecal coliforms,

total coliforms, fecal streptococci.
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INTRODUCTION

L’aquaculture est devenue le secteur de production alimentaire a la croissance la
plus rapide, et s’est développée en tant que composante importante de la sécurité

alimentaire. (Panigrahi et Azad.,2007)

Parmi les pratiques de l'aquaculture, la conchyliculture, qui regroupe les activités
d’élevage des huitres, des moules, des coques et des palourdes. (Le Bihan et
Pardo.,2012)

Les mollusques bivalves sont consommeés crus ou peu cuits. Il en résulte que ce sont
des aliments a risque du point de vue des toxi-infections alimentaires. (China, DE
Schaetzen, Daube.,2003)

Les moules sont largement considérées comme de bons indicateurs de la
contamination du milieu marin dans lequel elles vivent, puisqu'elles possedent la
propriété d'accumuler les contaminants présents dans ce milieu jusqu'a atteindre un
équilibre avec lui. Ce phénomeéne de bioaccumulation est a l'origine d'un facteur de
concentration entre le milieu et lI'organisme pouvant étre tres élevé. Le facteur
d'accumulation est donc ici d'environs 13000 leurs volumes. La moule qui filtre en
continu I'eau de mer pour se nourrir et respirer concentre des quantités énormes des
algues, phytoplancton bien des microorganismes, si I'eau est polluée, par contre, elle
"relargue" ces éléments si elle se trouve dans une eau propre. Cette biologie
particuliere désigne cet organisme comme un témoin irréfutable de la pollution
marine locale au méme titre que certains organismes planctoniques de mers (Taleb
et al.,2007).

L’appréciation de la contamination microbiologique des zones de production
conchylicole est basée sur la recherche de l'indicateur de contamination fécale
Escherichia coli. Cependant, cet indicateur ne permet pas d’identifier 'origine des
contaminations, animale ou humaine, dont la connaissance permettrait d’apporter
des éléments importants pour évaluer le risque pour la santé humaine.
(Ifermer.,2012)

Pour ces raisons nous somme intéresser a I'évaluation la qualité bactériologique des

eaux au niveau d’une ferme conchylicole « CULTMARE » notre objectif est d’évaluer


https://link.springer.com/article/10.1007/s10695-007-9160-7?fbclid=IwAR2oB17wkgxY88v38aKT21WiZner23uxS7dFaUPL6qPcAELE4lRrIiPUj_E&auth-A_-Panigrahi

le degré de la contamination des eaux au niveau de différentes stations et de faire un
inventaire des bactéries liees a la conchyliculture pour voir si ces bactéries

présentent un risque pour I'élevage lui-méme ou pour le consommateur des moules.

Ce mémoire « Inventaire qualitatif de flore bactérienne associée a [activité

aquacole » est structuré selon le plan suivant :

-Le premier chapitre est une synthése bibliographique ou nous exposons des
données relatives a la conchyliculture, les moules et les bactéries dans le milieu

aquatique ainsi que leur impact sur les biotes et la santé publique.

-Le deuxiéme chapitre est réservé a la présentation de la méthodologie

adoptée pour la réalisation du travail.

-Le troisieme chapitre est consacré a I'exposition des résultats obtenus ainsi

que guelques discussions par rapport aux travaux similaires.

-Enfin, une conclusion générale met en valeur I'ensemble des résultats

obtenus plus quelques perspectives.



Chapitre | :Synthése Bibliographigue
.1 : Conchyliculture et moules

[.1.1. Laconchyliculture

La conchyliculture, une forme d'aquaculture, qui englobe toutes les formes
d’élevage de mollusques conchiferes (huitres, moules, coques et palourdes), est une
stratégie de production qui implique l'utilisation de zones marines pour l'installation de
structures d’élevage ou pour la réalisation d’ensemencements. (LE BIHAN et PARDO.,

2012 ; Sahlin et al.,2010). Elle recouvre principalement :
* ['ostréiculture (élevage des huitres) ;
* la mytiliculture (élevage des moules) ;
* la vénériculture (élevage des palourdes) ;
* la cérastoculture (élevage des coques) ;
* la pectiniculture (élevage des coquilles Saint-Jacques et autres pectinidés) ;
* 'halioticulture (élevage des ormeaux). (Sahlin et al.,2010)
[.L1.2. Les moules

Les moules sont des animaux marins, plus précisément des mollusques,
appartenant a la classe des bivalves ou les lamellibranches, a l'ordre Filibranches a la

famille Mytilidés, du genre Mylitus. (Meriouma et Taleb.,2017)
[.1.2.1. Anatomie des moules

Les moules sont constituées de deux valves coquillieres — de tailles similaires et
s’articulent entre elles par reliées par un ligament externe au niveau d’'une charniére sans
dent et maintenues par deux muscles adducteurs antérieur et postérieur assurant
I'ouverture et la fermeture des deux valves. Le corps de la moule est entouré du manteau
et les organes internes de I'animal (estomac, foie, reins, gonade, cceur, bouche) composé
de deux lobes de tissus tapissés de cellules nerveuses. Soudés dorsalement sauf au
niveau du siphon exhalant, et son role principal est d’assurer la formation de la coquille.
Le pied est une saillie musculaire, contient la glande byssogene, peut sortir par
I'entrebaillement de la coquille et utiliser pour se déplacer. Le byssus, de nature
protéique, est constitué de nombreux filaments trés résistant que I'animal peut rompre

les uns aprés les autres pour se déplacer. Les branchies, organes de la respiration, a

3



| Chapitre | :Synthése Bibliographique

filaments séparés sont au nombre de deux qui créent également un courant d’eau qui les
traverse et ressort par le siphon exhalant assurant la survie de la moule. (Ben Younes
et al.,2014 ; Ben Chiekh.,2017)

Musde Bouche Le ligament permet l'union
adducteur des valves
antérieur

Fole
Pled
Intestin 7
‘—Ooou E
13}
Byssus Anus \ :
| -
A
Branchies
Muscie Le manteau
adducteur va du blanc
postérieur au jaune foncé

Figurel : Anatomie d’'une moule Mytilus sp (Bachelot, 2010).

[.1.2.2. Lafiltration

Les mollusques bivalves sont des organismes filtreurs, donc ils accumulent et
concentrent les contaminants avec des concentrations supérieures a celles de I'eau
ambiante. Par le mécanisme physiologique complexe de filtration et leurs capacités de
filtrer jusqu’a 100l d’eau par jours, la moule capte et concentre les particules présentes
dans son environnement et qui sont de tailles variable entre 2 a 200 um. Un mouvement
circulaire assure le tri des particules, puis leur transport jusqu’a la bouche de I'animale.
Ces particules sont ensuite ingérées et digérées via le tractus digestif et éliminées par le
phénoméne de digestion et/ ou défection ; les micro-organismes peuvent étre éliminés
de la méme fagon. Parmi les particules filtrées par les moules, sont les phytoplanctons,
algues, microscopiques, bactéries et virus potentiellement pathogénes pour I'homme et
peuvent conduire a I'apparition des TIAC (Maladies a déclaration obligatoires) lors de
leurs consommations. Des études ont montrées que les bactéries, telles que les

salmonelles se concentraient préférentiellement au niveau de tube digestif des moules
4



| Chapitre | :Synthése Bibliographique

puis se retrouvaient dans les cellules des tissus conjonctifs profonds. (Ben Younes et
al.,2014 ; Ben Chiekh.,2017)

1.1.2.3. Mécanisme de filtration

L’eau de mer chargée en particules et en oxygéne dissous est pompée par le
siphon inhalant, ensuite propulsée hors de la cavité palléale par le siphon exhalant. Les
nombreux cils vibratiles des branchies sont responsables de I'entretien du courant d’eau
mais assurent également un courant permanent de mucus amenant la nourriture vers les
palpes labiaux et ensuite vers la bouche. Ainsi, les fines particules, essentiellement des
algues microscopiques, sont ingérées et digérées par le systeme digestif et les plus
grosses particules sont rejetées. (Ben Chiekh.,2017)

Eau inhalée - . Eau exhalées

Filaments du byssus 4 L

Figure2 : Mécanisme de filtration chez la moule.

(Source : http://www.glf.dfo-mpo.gc.ca)




Chapitre | :Synthése Bibliographigue
.2 : Contrble microbiologiques

l.2.1. Les indicateurs microbiologiques de la contamination fécale

A partir des années 1970, une réglementation a été mise en place pour évaluer
les risques sanitaires liés a la présence de ces microorganismes dans les eaux et les
coquillages. Ces réglementations sont basées sur la notion dindicateurs de
contamination fécale. Escherichia coli et les entérocoques intestinaux, retenus comme
indicateurs, sont ainsi recherchés dans les eaux de baignade et les coquillages afin

d’évaluer leur qualité microbiologique. (BALIER.,2016)
1.2.1.1. Les Coliformes totaux

Le terme coliformes ou coli-aérogénes, a d'abord été utilisé a la fin des années
1800" par des bactériologistes britanniques pour décrire les bactéries dans l'eau

contaminée par des matiéeres fécales.

Les scientifiques américains ont par la suite défini les coliformes comme « des
bactéries a Gram négatif fermentant le lactose utilisées pour la détection de la pollution

de l'eau ».

En 1996, I'OMS a défini le groupe coliforme a « Gram négatif, en forme de batonnet
». Les coliformes totaux est un groupe des bactéries vaste et varié, ce sont des Gram
négatives, en forme de batonnets, anaérobies facultatives, oxydase négative, non
sporulées, fermentent le lactose (et le mannitol), produisent des gaz et de l'acide
aldéhyde en 48h dans une température de 35°C a 37° C. Capable de se croitre en
présences des sels biliaires ou d’autre agents tensioactifs de surface possédant des

activités inhibitrices de croissance similaires. (Tillgren.,2019)

Les tests microbiens traditionnels pour les coliformes peuvent former et afficher

une activité D-galactosidase. (Leclerc et al., 2001 ; Tillgren.,2019)

Les principaux genres bactériens inclus dans le groupe sont : Escherichia,
Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Yersinia, Seraatia. (CEAEQ., 2017).

Les membres les plus anciens du groupe traditionnel des coliformes sont :
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella rhinocleromatis, Bacterium coli (plus tard appelé

Escherichia coli), Bacterium lactic aerogenes (plus tard Enterobacter aerigenes), Bacillus
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clocae (plus tard Enterobacter cloacae) et Bacterium freundii (plus tard Citrobacter
freundi) (Tillgren.,2019)

La presque totalité des especes sont non pathogenes et ne représentes pas un
risque direct pour la santé, sauf que certaines souches d’Escherichia coli et quelques

bactéries pathogenes opportunistes. (Edberg et al.,2000 ; WHO., 2011).
1.2.1.2. Les coliformes fécaux

Les coliformes fécaux ou thermotolérants, est un sous-groupe de coliformes totaux
avec les mémes caractéristiques, seulement ils sont capables de se développées a des
températures entre 44°C et 45°C. L'espece la plus fréquente dans ce groupe bactérien
est Escherichia coli et dans une moindre mesure, certains genres : Citrobacter,
Enterobacter et Klebsiella. (Khichane & Khouas.,2019 ; CEAEQ.,2017)

Il est plus tdt convenable d'utilisé le terme générique « coliformes thermotolérants
» bien que celui de « coliforme fécaux », en raison que plusieurs coliformes fécaux ne
sont pas d’origine fécale, mais provient des eaux enrichies en matiéres organiques, tel
gue les effluents industriels de secteur de pate et papier ou de la transformation
alimentaire. (CEAEQ.,2003).

[.2.1.3. Les Escherichia Coli

Découverte pour la premiére fois en 1885 par Théodor Escherich. L’espéce
Escherichia coli appartiennent a la classe de Gammaproteobacteria, ordre
Enterobacteriales de la famille Enterobacteriaceae le genre Escherichia.
(Ségolene.,2016)

Ce sont des bacilles droits a Gram négative, parfois mobiles, non sporulait, aéro-

anaerobies facultatives, non halophiles, oxydase négative et catalase positive.

Cette bactérie peuvent étre dans le tractus intestinal de 'hnumain et d’autres
organismes endothermiques. Poussent facilement sur milieux ordinaires, lactoses ou sur
milieux sélectifs pour entérobactéries type Mac-Conkey. (CTCB.,2015 ; Miotto et
al.,2018).

Cette bactérie représente 80 a 90 % des coliformes thermo-tolérants ou coliformes
fécaux (capables de fermenter le lactose a 44,5°C) qui constituent un sous-groupe des

coliformes totaux.
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1.2.1.4. Les entérocoques intestinaux

Dans les années 2000, les études épidémiologiques ont rapporté que les
concentrations des entérocoques mesurées dans les eaux marines récréatives polluées
par les eaux usées était fortement corrélées au nombre des nageurs souffrants de
maladies gastro intestinales. De ce fait, les Etats Unis (EU), I'Union européenne (UE),
I'Organisation mondiales de la santé (OMS) recommandent I'adoption des entérocoques
comme indicateurs de la contamination fécale dans les eaux récréatives a I'échelles

mondiale. (Dos Santos et al.,2020)

Les entérocoques sont des bactéries commensales intestinaux humain et
animaux. Anciennement classé comme streptocoques du groupe D en vue de leurs

similitudes avec ces derniers. (Weisser et Widmer.,2012)

Ce sont des Gram positive, qui se présentent sous forme de diplocoques en
chainettes. lls sont anaérobies facultatives ; immobiles et dépourvue de capsule. Les
Enterococcus sont des micro-organismes meésophiles qui se développent dans une
gamme de températures allant de 10 a 45 °C, avec une température optimale de 35 °C.
Certaines especes peuvent survivre & 60 °C pendant 30 min. lls poussent dans des
conditions hostiles de salinité élevé et dans une gamme de pH comprise entre 4,4 et 9,6
(Galvez et al.,2012)

Cette famille englobe une trentaine d’espéces. Les deux especes avec une
importance clinigue sont Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium (Stuki et
al.,2014)

.2.2. Les bactéries pathogenes

Les sources des bactéries pathogénes pour 'lhomme sont différentes : Il s’agit,
d’'une part, des bactéries excrétés dans les féces de 'homme et des animaux rejetés en
mer par la voie hydrique, provenant directement de ’'homme (rejets domestiques), des
activités industrielles (rejets industriels) ou agricoles (épandage d’effluents d’élevages)
et, d’autre part, de bactérie présents naturellement dans le milieu marin (vibrions).
(Vaillents et al., 2012)
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[.2.2.1. Bactéries pathogenes liées au péril fécal

Les bactéries pathogenes liees au péril fécal sont essentiellement des
entérobactéries (Salmonella, Shigella, Escherichia coli, Campylobacter). (Ferre-
aubineau.,2008)

.2.2.1.1. Les Salmonelles

Découverte en 1884, pour la premiére fois par le bactériologiste Américain DE

Salmon.

Les salmonella appartiennent a 'embranchement Proteobacteria, de la classe des
Gammaproteobacteria, de [l'ordre des Enterobacteriales, la famille des

Enterobacteriaceae. (Loredana.G P,2021)

De nos jours, le genre Salmonella comprend deux especes reconnues par
'organisation mondiale de la santé, Salmonella bongori et Salmonella entirica qui
comporte les sous espéces : entirica, salamae, arizonae, diorizonae, houtenae, indica.
(Agasan., et al 2002 ; Popa, Popa.,2021)

Ce sont des Gram négatif, Batonnets droits de 0,7-1,5 x 2,0-5,0 um,
généralement mobiles (flagelles péritriches). Aéro-anaerobies facultative, oxydase
négative, catalase positive. Les nitrates sont réduits en nitrites. Le gaz est généralement
produit & partir de D - glucose. Le sulfure d'hydrogene est généralement produit sur une
gélose de fer a trois sucres. Indole négatif. Le citrate est généralement utilisé comme
seule source de carbone. Uréase négative. Le saccharose, la salicine, l'inositol et
I'amygdaline ne sont généralement pas fermentés. Le pourcentage molaire de G + C de
I'ADN est de : 50-53. (Marcadet, et al.,2017)

Le principal réservoir de Salmonella est le tube digestif des humains et des
animaux. Cependant, la présence des salmonelles dans autre habitats (eau, nourriture,
environnement naturelle) s’explique par le présence d’une contamination fécale. (Wray.
C et. Wray A., 2000 ; Marcadet, et al.,2017).

Elle est pathogene pour 'homme, peut également infecter de nombreuses
espéeces animales en plus des humains. Certains sérovars sont strictement adaptés a
'héte. (Anses.,2021)
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[.2.2.1.2. Escherichia Coli pathogénes

La présence des souches pathogenes d’Escherichia coli est un probleme de santé public.
(Miotto et al.,2018)

La maijorité des souches d’Escherichia coli sont inoffensives, cependant il existe
guelques souches pathogenes et se transmettre a 'homme due la consommation
d’aliments contaminés, comme de la viande crue ou mal cuite, du lait cru, des légumes
crus, des graines germées contaminés ou aprés consommation de fruits de mer
contaminés. (OMS,2018)

Les souches d’E. coli pathogénes sont capables de se multiplier et de persister
dans le tractus digestif de I'héte en contournant les défenses immunitaires et d’induire

des dommages cellulaires. (Miotto, et al.,2018)

On peut séparer les E. coli pathogénes en deux catégories, les E. coli pathogenes
intestinaux (INPEC) et les E. coli pathogenes extra-intestinaux (EXPEC). Chacune de ces
catégories contient différentes sous-catégories provoquant différents symptémes. Les E.
coli peuvent étre classées de plusieurs maniéres, notamment par pathotype (un groupe
d’'organismes de la méme espéce causant les mémes maladies) ou par groupe
phylogénique. Les différents pathotypes sont regroupés selon qu’ils sont causés par des

pathogénes intestinaux ou extra intestinaux. (Ségoléene., 2016).
1.2.2.1.3. Shigella

Shigella est une bactérie qui appartient a 'embranchement de Proteobacteria, de
la classe des Gammaproteobacteria, de l'ordre Enterobacteriales a la famille

Enterobacteriaceae, I'espéce type de genre Shigella est : Shigella dysenteriae.

Gram négatif, Batonnets droits, de taille 1-3 x 0,7-1,0 um, non mobile, anaérobie
facultative, , non pigmenté, Chimio-organotrophe ayant a la fois un métabolisme de type
respiratoire et fermentaire (fermente des sucres sans production de gaz et sans ferme
tentation de la salicine, l'adonitol et le myo —inositol). Catalase positive (Avec des
exceptions dans shigella dysenteriae), oxydase négative, de citrate négative, de
malonate ou d'acétate de sodium comme seule source de carbone (a I'exception
de Shigella flexneri pour l'acétate de sodium). Ne produit pas d'H > S. Ne décarboxyle

pas la lysine, nitrates réductase négative.
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Le pourcentage molaire de G + C dans I'ADN est de : 49-53. (Strockbine,
Maurelli., 2015)

Le genre Shigella est un agents pathogenes intestinaux de 'homme et d'autres
primates, responsable des infections intestinales aigués, suivant la consommation.
L’espéce dysenteriae est considérée comme la plus virulente responsable de dysenterie
bacillaire. (Eraqou, et al., 2007 ; Strockbine. Maurelli., 2015)

.2.2.1.4. Campylobacter

Le genre Campylobacter fait partie, de la famille des Campylobacteraceae, au sein de
l'ordre des Campylobacterales (GOSSELIN., 2015). La classe des Proteobacteria, Le
genre Campylobacter compte, a I'heure actuelle, 34 espéces (48 en incluant les sous-

especes).

Gram négatif, la plupart des especes sont des batonnets minces et incurvés en
spirale en forme de S, de taille 0,2-0,8 x 0,5-5 pym et mobiles avec un mouvement
caractéristique en tire-bouchon au moyen d'un seul flagelle polaire non gainé a une ou
aux deux extrémités de la cellule. Les flagelles peuvent mesurer 2 a 3 fois la longueur
des cellules. D’autres espéces sont immobiles (Campylobacter gracilis) ou ont plusieurs
flagelles (Campylobacter showae). Parfois, des différences dans le nombre de flagelles
présentés par les cellules dans une seule culture sont observées (Campylobacter

hyointestinalis) et sont non sporulait. (Vandamme.,2015)

C’est une bactérie commensale des muqueuses digestives, des oiseaux et de trés

nombreux animaux de rente (volailles, bovins, ...). (SOMIPEV., 2017)

Campylobacter est la principale cause de maladies diarrhéigques bactériennes d'origine
alimentaire dans le monde. Actuellement, on dénombre 17 especes et 6 sous-especes
de Campylobacter, la plus fréquemment associée aux maladies humaines souvent apres
consommation d'aliments contaminés ou insuffisamment cuits étant les Campylobacter
thermo tolérants espéces tel que C. jejuni (sous-espéece jejuni) et C. coli, et C. lari mais
elles sont moins fréquemment signalées. (Sproston et al.,2018 ; Gourmelon et
al.,2020 ; OMS.,2020)
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1.2.2.2. Autres bactéries pathogénes

.2.2.2.1. Les vibrions

Les vibrons sont des bactéries qui appartiennent a I'embranchement de
Proteobacteria, de la classe des Gammaproteobacteria, de 'ordre des Vibrionales, a la
famille Vibrionaceae. Regroupant plus de 120 espéces, ce genre est reconnu comme
étant un des groupes les plus diversifié des bactéries aquatiques hétérotrophes. (Farmer
et al., 2015, Gomez-Gil et al.,2014)

Sont des bacilles, Gram négative, Petits batonnets droits, légerement incurvés,
incurvés ou en forme de virgule, 0,5-0,8 x 1,4-2,6 um., mobile par des flagelles polaires
monotriches ou multitriches enfermés dans une gaine continue avec la membrane
externe de la paroi cellulaire. Sur milieu solide, certaines espéces synthétisent de
nombreux flagelles latéraux. Sont oxydase positive et réduisent le nitrate en nitrite en
milieu liquide. Croitre dans un milieu minéral contenant du D -glucose comme seule
source de carbone et du NH + comme seule source d’azote. Cultivées sur des milieux
gélose type Luria bertani agar et Marine agar et peuvent également pousser sur milieu
sélectif TCBS (thiosulfate citrate  bile Salt sucrose agar)., Le pourcentage molaire de G
+ C de I'ADN est : 38-51. (Talinto et al., 2004 ; Farmer et al., 2015)

Ce sont des bactéries aquatiques présentes naturellement sous forme libre ou en
formant des biofilms, dans les eaux cotiéres et estriennes du monde entier chez tous les
produits de la mer et se concentrent dans les coquillages durant le processus de la
filtration naturelle. (Garry et al., 2021 ; Zrelli et al., 2015 ; Gomez-Gil et al., 2014)

12 especes de vibrion sont décrites pathogéne chez 'homme, 3 espéces parmi
eux (Vibrio cholerae et vibrion non chlorique : Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus)
provoque des pathologies chez ’'Homme suite a la consommation de produits de la mer
crus, insuffisamment cuits ou contaminés aprés cuisson. (Baker-Austin et al.,2018 ;
Garry et al, 2021).

1.2.2.2.2. Listeria

Listeria est une bactérie qui appartiennent a 'embranchement Firmicutes,
de la classe Bacilli, de I'ordre Bacillales, a la famille Listeriaceae, I'espéce type de genre

Listeria est Listeria monocytogenes.
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Gram positif, Batonnets réguliers et courts, 0,4-0,5 x 1-2 um avec des co6tés
paralléles et des extrémités émoussées. Toutes les especes sont mobiles avec des
flagelles péritriches lorsqu'elles sont cultivees a <30°C. Aérobie et anaérobie
facultatif. Non capsulées. Non sporulées. Les colonies (24 a 48 h) ont un diameétre de
0,5 a 1,5 mm, sont rondes, translucides, Iégérement convexes avec une surface lisse et
une marge entiére, non pigmentées avec un aspect central cristallin. La croissance se
propage lentement dans tout le milieu. Températures limites de croissance <0° a 45°C
; croissance optimale a 30° a 37°C. Ne survit pas a un chauffage a 60°C pendant 30
min. La croissance se produit entre pH 6 et pH 9. Catalase positive, oxydase
négative. Citrate exogene non utilisé. Des facteurs de croissance organiques sont
nécessaires. Indole négative. L'esculine et I'hippurate de sodium sont positive. Urée
négative. La gélatine, la caséine et le lait sont négatives. La Tenure G + C en ADN
(mol %) : 36—-42,5. (Mc Lauchlin et al.,2015).

Listeria est une bactérie ubiquitaire de I'environnement (terre, sol, eaux,
végétaux en décomposition) elle peut étre présente aussi dans le tube digestif des
animaux, et peut colonisées les aliments et les surfaces, a partir desquelles 'homme et
'animal se contaminent. Cette bactérie peut survivre long temps dans I'environnement, y
compris des conditions défavorables Listeria monocytogene est la seule espece
pathogéne du genre listeria responsable des maladies listériose et aussi elle peut affect
plusieurs espéce animales. (Haour. A, 2018 ; SOMIPEV,2017). L’espéce ivanovii, est

pathogene pour les animaux et rarement pour ’lhomme. (Anses.,2020)
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1.2.3. Impact des bactéries pathogénes sur la santé humaine

Les maladies infectieuses a déclaration obligatoire possiblement transmises par
consommation de coquillages a DO sont les toxi-infections alimentaires collectives (Tiac),

les fievres typhoide et paratyphoide, le choléra. (Afssa.,2008)
[.2.3.1. Le genre Vibrio

Sont responsables de la majorité des maladies humaines attribuées au macrobiote
naturel des milieux aquatiques et des produits de la mer, Trois especes, V. cholerae, V.
parahaemolyticus et V. vulnificus, sont plus particulierement impliquées en pathologie
humaine, a l'origine de gastro-entérites, de septicémies, plus rarement de toxi-infections

alimentaires collectives.

Les maladies humaines causées par des bactéries pathogénes du genre Vibrio
peuvent étre divisées en deux grands groupes : le choléra et les infections non
cholériques (V. parahaemolyticus, V. wvulnificus). (Copin, et al.,2015, Craig Baker-
Austin et al.,2018)

Tableau | : Maladies associes avec le genre Vibrio

Espece Facteurs de | Maladie Symptémes Références
virulences

V. cholerae serogroupes O1 | Choléra Les symptédmes | OMS.,2022
et 0139 (infection apparaissent

diarrhéique | entre 12 heures
aigue) et cing jours
apres l'ingestion
d’eau ou
d’aliments

contaminés.

-personnes qui
ne manifestent
aucun

symptéme, bien
gue le Dbacille

soit présent
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dans leurs selles
pendant 1 a 10
jours apres
I'infection et soit
éliminé dans
'environnement,
ou il peut
potentiellement

infecter d’autres

personnes.

-personnes qui
manifestent des

symptomes,

Une diarrhée
agueuse aigué,
s’accompagnant

de

déshydratation

sévere, se
développe. En
'absence de
traitement, elle

peut entrainer la

mort.

V.

parahaemolyticus

genes
I'hnémolysine
directe
thermostable
(TDH)

I'hnémolysine

et

Gastro-
entérite
suivent par
un
septicémie

deux a dix jours
de

agueuse,

diarrhée
des
crampes
abdominales,
des  nausées,

des

(Copin
al.,2015 ;Li.
et al., 2019)

et
L1
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litce a la tdh vomissements
(TRH) et des maux de
téte apres
I'ingestion
V. vulnificus posséede un | - septicémie | Septicémie : (Haftel et al
large  éventail | primaire gastro- .,2022; Na
de facteurs de . . intestinaux de | Ra Yun et al
-infections
virulence . diarrhée .,2018 ; Craig
de plaies
putatifs, agueuse, de | Baker-Austin
notamment la | -INfections | gaye de | et al., 2018)
neutralisation limittes  au | 5 sées et de
de lacide, | tractus vomissements
l'expression des | 9astro- .
P . . Infections de
intestinal

polysaccharides
capsulaires,
I'acquisition du
fer, les
systemes  de
cytotoxicité, la
motilité et
I'expression des
protéines
impliquées dans
I'attachement et
I'adhésion

plaies :
provoquant une
réaction cutanée

intense, cellulite

avec bulles
bulleuses
Infections
limitées au
tractus gastro-
intestinal :
fievre, frissons,
diarrhée
agueuse,
nausées et

vomissements
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1.2.3.2. Le genre salmonelle

Tous les sérotypes de salmonelles puissent sont pathogénes pour I'étre humaine,

I'animale ou bien les deux comme salmonella Typhimurium (STm) ou S. Entertidis.

En générale ces sérotypes provoque les maladies salmonellose qui comprennent

deux principaux types d’infections : gastro-entérites et fievres typhoide et paratyphoides.

Lorsque ces sérotypes provoquent une affection chez I'étre humain, elle prend

souvent un caractere invasif et peut mettre la vie du sujet en danger (OMS., 2018).

Tableau Il : Maladies associées au genre salmonelles

Maladies

symptémes

références

gastro-entérites et fievres

La période d'incubation est
entre 12 et 36 heures, en
fonction de la dose ingérée,
de statu immunitaire de

I'hote

Les principaux symptomes

sont fievre, diarrhée,
vomissements et douleurs

abdominales

(Biomnis., 2013)

fievres typhoide

paratyphoides

et

La période d'incubation est
entre 1 et 2 semaines, les
symptbmes sont fiévre
continue accompagnée de
maux de téte, d'anorexie,
d'abattement, de douleurs
abdominales avec diarrhée

ou constipation

(Biomnis., 2013)
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Facteurs de virulences de salmonelles :

Salmonelles dispose de pas mal de facteurs de virulence jouant un réle a
différentes étapes du processus infectieux. Les facteurs de virulence rassemblent ceux

spécifiques et non spécifiques aux sérovars pathogenes.

Facteur de virulence non spécifique

Les facteurs de virulence non spécifiques sont représentés par : le

lipopolysaccharide (LPS), le fimbriae ou pili et le flagelle.

Facteur de virulence spécifique

Les facteurs de virulence spécifigues sont représentés par des filots de
pathogénicité. Toutefois, des plasmides de virulence et des phages ont montré un réle
dans cette virulence. (TOE.,2018).

1.2.3.3. Escherichia coli pathogene

Les souches E. coli pathogénes pour ’homme sont subdivisées en de nombreuses

souches responsables a deux types d’infections intestinales ou extra intestinales).

e Les E. coli a responsables a des infections intestinales comprennent six

types :

- Les E. coli entéro-pathogenes (EPEC) : A l'origine de gastro-entérites infantiles (GEI),

cause une majeure de diarrhée chez les nourrissons.

-Les E. coli entéro-hémorragiques (EHEC) qui appartiennent aux E. coli producteurs de

Shiga-toxines : responsables de Diarrhée aqueuse, colite hémorragique, SHU.

-Les E. coli entéro-toxigéniques (ETEC) : responsables des diarrhées aqueuses et

persistantes du voyageur
- Les E. coli entéro-agrégatives (EAEC) : associé plus particulierement a des

diarrhées aqueuses persistantes chez les jeunes enfants, et de diarrhée du voyageur

chez les adultes
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-Les E. coli entéro-invasives (EIEC) : L’origine de syndromes dysentériques
intermédiaires entre les Escherichia coli et les Shigella, leur pathogénicité est repose a

la fois sur leur la puissance invasive et sur la production des toxines.

- Les E. coli a adhésion diffuse (DAEC) : lIs ont été récemment associés a des diarrhées
aigues et persistantes chez les nourrissons et les jeunes enfants, et peut contribuer au
développement de la maladie de Crohn chez les adultes. (Charlotte., 2016 ; Moualkia
et Ansar.,2015)

La souche E. coli 0157 : H7, la plus frequemment rencontrée dans les pathologies
(Gourmelon., 2006).

e Les E. coli a tropismes extra intestinales comprennent deux types :
-Uropathogénes : responsable des infections urinaires chez les enfants.

-Invasives : provoquent des septicémies et/ou des bactériémies avec localisations dans

différents organes (infections systémiques) (Mainil., 2003).

l.2.4. Impactes des bactéries pathogénes sur les moules

Contrairement a la majorité des autres animaux d'élevage, invertébrés et
vertébrés, les maladies ne se manifestent pas chez les bivalves par des signes cliniques
remarquables. Un déclin ou un arrét de croissance peut étre la seule manifestation
notable : mais ce signe n'est pas spécifique de I'agression. Celle-ci peut étre d'origine
biologique ou physico-chimique, ou une réponse a un phénoméne naturel, tel qu'une
variation de la température ou un déficit alimentaire. L'observation macroscopique de
I'intérieur des valves et du corps de I'animal permet d'observer des anomalies, également
rarement spécifigues d'une infection. De plus, ces signes ne se retrouvent pas
systématiquement chez tous les individus infectés. Ils n‘ont qu'une signification relative.
C'est pourquoi, s'il permet de déceler un mauvais état des cheptels, le suivi des taux de
croissance et de mortalité sur les concessions ou des stocks sur les gisements naturels
est insuffisant pour déterminer la cause des mortalités. Pour cela, de meilleures
techniques de diagnostic sont nécessaires. Dans le cas des mollusques, les techniques
disponibles sont limitées, les plus courantes reposant sur I'histologie et la cytologie qui
permettent de déceler la présence de microorganismes. Les bactéries peuvent étre

isolées et identifiées par les techniques classiques de bactériologie, mais il n'existe pas
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d'outil spécifigue adapté a lidentification des souches bactériennes marines et la
détermination de des souches réellement pathogenes parmi les nombreuses populations
identifiées. (Henri.,1980)

[.2.4.1. Impact du genre Vibrio

Les principales maladies microbiennes affectants les bivalves marines d’élevages
ont étés révisées sur la base des agents étiologiques, de pathogénése et de
pathogénicité. (Paillard et al.,2004)

A partir des 1960 Les études ont été munis, pour l'identification des Vibrios qui
sont considérées comme étant un agent pathogéne important pour les mollusques quel

gue soit leur famille genre ou espece. (Romalde et al., 2014).

Plusieurs épisodes de mortalités ont été attribués a V. splendidus ou a d’autres

espéeces appartenant au genre Vibrios (Saulnier et al.,2010 ; Vanhove et al.,2015)

En effet, certaines bactéries peuvent collaborer dans les infections
polymicrobiennes. Citant I'exemple de V. crassostreae n’a pas un effet mortel a faible
dose, tandis que lors de la présence d’'une souche avirulente elle induite jusqu’a 70% de

mortalité. (Lemire et al.,2015)
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Chapitre 11 :Synthése Expérimental
[I.1 : Matériel et méthode

Ce travail consiste a identifier la flore bactérienne associe a I'activité aquacole, pour
ce faire des prélévements ont été effectués au niveau d’une filiére conchylicole et les
bassins d’élevage au sein d’'une ferme d’élevage « CULTMARE —Elevage de moules

et huitriere ».

Les analyses ont été effectués au niveau de laboratoire bactériologie appartenant au
CNRDPA « Centre National de Recherche et de Développement de la Péche et de
I'Aquaculture ».

- Les coliformes totaux et fécaux ainsi que les entérocoques seront

dénombrés plus la recherche des Salmonelles.

- Une identification biochimique des germes dénombrés sera effectuée afin

de déterminer leur possible impact sur I'activité aquacole.

II.L1.1. Présentation de la zone d’étude

La ville de Tipaza est I'actuel chef-lieu de la Wilaya de Tipaza, positionnée sur le littoral
a 69 Km a I'Ouest d’Alger. Elle est limitée au Nord par la mer Méditerranée, au Sud
par les communes de Hadjout et Sidi Ranche, a I'Est par les communes d’Ain-

Tagourait et Sidi-Rached et a I'Ouest par les communes de Nador et Cherchell.
[1.1.2. Description de site de prélévement

Les échantillons ont été prélevé au niveau de la ferme d’élevage des moules et
huitriere CULTMARE.

C’est une entreprise Algérienne spécialisée dans I'élevage des moules et des huitriére,

implanté en bord de mer a kouali 3,6 km a I'Est de Tipaza.

Elle dispose d’'un terreplein de 2000 m? et d’'une concession maritime de 36 hectares
dans laquelle sont installées, en sub-surface, 20 filieres conchylicoles de 300 métres

chacune.
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Figure 3 : Localisation géographique du site « CULTMARE » et I'emplacement
des filiéres

Les échantillons de moules ont été prélevé seulement au niveau de bassin alors que
les échantillons d’eau ont été prélevé au niveau de trois stations (bassin d’élevage-

moules, bassin d’élevage-huitres et la filiere.
I1.1.3. Echantillonnage et prélévement

3 prélevements ont été récoltés durant les 3 mois (avril, mai, juin). Chaque
prélevement contient : 1 échantillon de moule (aliment) et 3 échantillons de I'eau
(bassins et filiere). Le prélevement est transporté au laboratoire dans une glaciere et

analysé directement.
= Moules (aliment) :

Les échantillons des moules ont été prélever aléatoirement a la main a partir des
cageots en plastiques mise dans les bassins de moules ; de facon pour obtenir 100g

entre la chaire et le liquide physiologiques.
= Eau:

Les 3 échantillons ont été prélevé a l'aide de flacons en verre de 180 ml. Les flacons
préalablement stérilisés et étiquetés, sont immergés sous l'eau a une profondeur de
10 a 30Cm.

Les flacons sont ouverts sous I'eau, et sont remplis jusqu'au bord, ensuite le bouchon
est également placé sous l'eau de telle fagon qu’il n’y est aucune bulle et qu'il ne soit

pas éjecté au cours du transport.
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Méthodes

Les protocoles suivis sont fournis par le laboratoire bactériologiques de CNRDPA
évidement utilisées par le personnelle de laboratoire pour la recherche des germes

ciblées.
I1.1.4. Analyse microbiologique d’eau

I1.L1.4.1. Recherche des coliformes fécaux et totaux et streptocoque fécaux

dans 'eau

Les analyses ont été bactériologique de I'eau (la recherche des coliformes fécaux et
totaux et streptocoque fécaux) a été effectuées par la technique de filtration sur

membrane.
* Principe de la filtration sur membrane

C’est la plus utilisé en laboratoire, elle est applicable a toutes les eaux et en particulier
a celle contenant une faible quantité de matiére en suspension et un nombre

relativement faible de germe.

La technique de filtration sur membrane consiste a filtrer un volume d’échantillon a
travers une membrane cellulosique de porosité 0.45 um déposé sur un filtre & pores
permet de retenir les bactéries sur la surface, et déposé sur des milieux spécifiques

pour le but d’identifié et dénombré les bactéries aprés une incubation.

Figure 4 : Rampe de filtration

(Photo original)

23



Chapitre 11 :Synthése Expérimental

= Préparations de la dilution

Différentes dilutions de solution mére jusqu'a 102 ont été préparées avec de l'eau

physiologique stérile.

-Pour préparer la dilution 101, a l'aide d'une seringue stérile prélevé 10 ml de

I'échantillon mére ; I'introduire dans un flacon qui contient 90 ml de I'eau physiologique.

-Pour préparer la dilution 102, a l'aide d'une seringue stérile prélevé 1 ml de

I'échantillon mére ; I'introduire dans un flacon qui contient 99 ml de I'eau physiologique.
-La solution mere consiste de 100 ml de I'eau de mer.
= L’étape de Lafiltration

-La filtration commence par les dilutions moins chargées au plus chargé c’est-
a-dire 102, 101, SM.

-Flamber la plaque poreuse, a l'aide d’'une pince a bouts plats stérile déposée
la membrane filtrante 0.45 mm stérile sur la plaque poreuse coté quadrillé vers le haut

en saisissant que le bord extérieur de la membrane.
-Placer I'entonnoir en verre stérile et versé 100 ml d’échantillons.

Ouvrir le robinet et mettre en marché la pompe a vide et faire un vide Pour filtrer 'eau

a travers la membrane dans la fiole a vide.
- Dé que la membrane parait séche, renfermer le robinet.
= Transfert de la membrane :

-Retirer 'entonnoir et transférer la membrane a I'aide d’'une pince a mors plats

stérile sur un milieu gélosé adéquat.

-En saisons avec la pince a son extrémité opposée en contact avec la gélose ;
puis appliquer la membrane sur la gélose en assurant progressivement le contact ;

s’assurer que l'air n’est pas emprisonné entre la membrane et le milieu de culture.

-Pour filtrer une nouvelle dilution, I'entonnoir est stérilisé par flambage au bec

benzéne.

Remarque : En cas d'avoir différents échantillons chaque échantillon est filtré dans un

poste unique de la rampe.
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[1.L1.4.2. Larecherche des Coliformes fécaux et totaux

Milieu sélectif gélose au tergitol été utilisé pour la recherche et le dénombrement des
bactéries Coliformes totaux a une température de 37c et les coliformes fécaux ou

Thermo tolérants et Escherichia coli a une température de 44°C pendants 48h.

Ce milieu favorise la croissance des coliformes, inhibe la croissance des bactéries a
Gram positive, I'imite la croissance des Proteus. (Bentounes. ; 2017).

Lecture : Les coliformes se caractérisent par des colonies jaune- jaune orangeée .
Les colonies isolées sont conservées sur milieu Gélose nutritif.
1.L1.4.3. Larecherche des streptocoques fécaux

Milieu trés sélectif été utilisé pour la recherche et le dénombrement des entérocoques
est le Slantez et Bartley qui contient de I'azide qui limite la croissance de la flore

secondaire ;
Incubé a 37°C pendant 48h.
Lecture : aprés 48h d’incubation apparition des colonies rouge et rouge brique.

Apres transférer la membrane sur un milieu BEA sélectif pour les streptocoques
fécaux, préchauffer a 44°C pendant 10 a 15 minutes puis incubées les boites a 44°C

pendant 2h.

Lecture : apres 2h les colonies rouges subissent un noircissement considéré comme

streptocoques fécaux.
[1.L1.4.4. Larecherche des vibrions dans I'eau

La recherche des vibrios comporte deux enrichissements successifs et un isolement

sur milieux sélectifs.
-Enrichissement primaire :

Ajouté aseptiquement I'eau a analysé a un flacon en verre contenant 50ml d’eau

peptone alcaline 10 fois concentrée. Incubé a 37°C pendant 24h.
-Enrichissement secondaire :

Ajouté 1ml de la préparation d’enrichissement primaire dans un tube contenant 7 ml le

milieu eau peptonée alcaline simple concentration.
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D’une autre part le flacon EPA 10 fois concentrée fut I'objet d’'un ensemencement sur
une boite TCBS1 et une boite GNAB1

Incubé a 37°C pendant 24h.

-Isolement :

Deux milieux de culture sélectif pour l'isolement des vibrions été utilisé ; le milieu
GNAB et le milieu TCBS

A laide d’une pipette pasteur ensemencé quelque goutte de la préparation

d’enrichissement sur les 2 milieux
Incubé a 37°C pendant 24h

La lecture : des colonies blanches et rondes bombées sur le milieu GNAB et des

colonies jeunes arrondies bombées sur le milieu TCBS
[1.L1.5. Analyse microbiologique d’aliment :

Les moules prélevés ont été lavées a I'eau courante, débarrassées de leurs byssus et

épizoaiaires présents sur leurs coquillages en utilisant un couteau.
I1.L1.5.1. Larecherche de salmonella dans I’aliment :
La recherche des salmonella s’effectuée dans 3 étape principales :
e 1° étape : pré-enrichissements :

Ajouté 25¢g préalablement préparé dans un 100ml de I'eau physiologique pour obtenir

la solution mer et incubé & 37°C pendant 24h.
e 2°Mme étape : enrichissements primaire (sélectifs)

Ensemencé 10ml de solution mére dans un tube de 10ml de milieux sélectifs pour les
salmonelles et inhibiteur d’autre germe le bouillon sélénite cystine double
concentrations (SFB D/C) incubé a 37°C pendant 24h.

e 3éme étape : enrichissements secondaire (sélectifs) :

Ensemencé 1ml de culture de 1°" enrichissement dans (SFB D/C) sur 10ml de milieux
sélectifs pour les salmonelles et inhibiteur d’autre germe le bouillon sélénite cystine
simple concentrations (SFB S/C)
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Incubé a 37°C pendant 24h.

D’autre part un premier isolement s’effectué sur une boite de gélose Hektoen H1, a

I'aide d’une pipette pasteur stérile, ensemencer une goutte de préparation de SFB D/C.
Incubé a 37c pendant 24h.

Un 2¢me jsolement est effectué a partir de SFB S/C sur gélose Hektoen H2.

La lecture et I'lsolement :

Colonies vert centre noire suspect salmonelles, Colonie vert grand et colonie vert

petite, colonie orange

Chacune des colonies différencié été isolé sur boite Hektoen
[1.1.6. Identification biochimique par galeries API 20E
Les galeries Api 20E (Analytical profil index).

Systéeme miniaturisé comprenant 20 testes biochimiques, exploitables avec une base
de donné d’identification completes des bactéries Enterobactereaceae et autres

bacilles Gram négatives.
e Principe

Les galeries Api est constitué d’'une bande en plastique comportant 20 microtubes

contenant des substrats déshydratés.

Les microtubes sont inoculées avec une suspension bactérienne qui reconstitues les

tests.

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

de couleurs des substrats ou révélés par I'addition des réactifs (TDA, VP, Kovacs)

La lecture de ces réactions de fait a I'aide du tableau de lecture et l'identification est

obtenue a I'aide de catalogue analytique ou d’un logiciel d’identification.
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e Mode opératoire
Préparation de I'inoculum

- A laide d’'une pipette pasteur stérile prélevés une colonie bien isolé a partir
d’une culture jeun, dans un tube d’eau physiologique stérile.

- Homogénéisé la suspension bactérienne.

- Réparti 5ml d’eau distillé stérile dans les puits de la boite d’incubation, en raison

de crées et gardées une atmosphere humide.

- Faire sortir la galerie de son emballage est placé la dans la chambre

d’incubation.

- ATlaide de la méme pipette, introduise la suspension bactérienne dans les

microtubes de la galerie.
- Pour les tests Citrate, VP et Gélatine les tubes et les cupules sont remplit.

- Pour les tests ADH, LDC, ODC, H>S et URE une aérobiose est créés en

remplissant les cupules avec 'huile de vaseline.
- Pour les autres tests uniquement les tubes sont remplis.
- Renfermé la boite d’incubation.

- Incubé a 36°C pendant 18 a 24h.
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1.2 : Résultats et discussions

[1.2.1 Analyse bactériologique des eaux d’élevage

Durant la période d’étude allant de mois d’Avril au mois de Juin 2022 (3 mois)
la contamination microbienne des eaux d’élevage (Filiére et Bassins) a été suivie par

le dénombrement des coliformes totaux, coliformes fécaux et entérocoques.

Les résultats obtenus ont montré une variation de degré de contamination en fonction

des stations et le mois de préléevement.
11.2.1.1 Bassin moules

Les résultats obtenus montrent une augmentation des Ct au niveau des eaux
de bassin moules avec un max de 270 ufc/100 ml enregistré durant le mois de Juin.
De méme pour les Cf, les concentrations de des derniers ont augmenté durant la durée
de cette étude avec un max de 170 ufc/100 ml cette valeur dépasse la valeur seuil des
Cf au niveau des eaux de baignade ce qui montre une contamination fécale. Les
valeurs des entérocoques sont proches durant le mois d’Avril et Mai (40-50 ufc/ 100

ml) alors que ces derniers n'ont pas été détectées durant le mois de Juin.

Les résultats sont illustrés dans la figure 5
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Figure 5 : Variations des coliformes Ct, Cf et Sf a travers les trois prélevements dans

le bassin des moules.
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A I'exception de la valeur des Cf enregistré durant le mois de Juin, on remarque
que les valeurs obtenues sont faibles et ne dépassent pas les normes décrites par le
JORA (1993) pour les eaux de baignade et la DGS en France (2008) qui sont fixées
de 500UFC/100ml pour les Ct, 100UFC/100ml pour les Coliformes fécaux et
100UFC/100ml pour les Entérocoques fécaux.

Nous avons comparé ces résultats avec les valeurs guide des eaux de baignade
car le point de pompage des eaux qui alimentent les bassins se situe dans une région

proche des plages.

L’augmentation de la contamination au niveau de bassin peut étre due soit a
'augmentation de la contamination des eaux cétiéres (source) soit a la maintenance
et le nettoyage de bassin. Généralement des taux faibles de contamination sont
enregistré lorsque les eaux de bassin sont fraichement renouvelées et commence a
augmenter avec le temps a cause des différentes manipulations ainsi que le relargage
de germes par les moules déposées au niveau de bassin pour purification vu que la

zone est classée pour le moment en classe B.
[1.2.1.2 Bassin huitres

Les résultats obtenus montrent une augmentation des Ct au niveau des eaux
de bassin huitres avec un max de 770 ufc/100 ml enregistré durant le mois de Mai. De
méme pour les Cf, les concentrations de des derniers ont augmenté durant la durée
de cette étude avec un max de 90 ufc/100 ml. Les Ct dépassent la valeur seuil des Ct
au niveau des eaux de baignade durant le mois de Mai. Les valeurs des entérocoques
montrent une variation selon les mois de prélevements avec un max de 60 ufc/100ml

en mois de Mai. Les résultats sont illustrés dans la figure 6
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Figure 6 : Variations des Ct, Cf et Sf & travers les trois prélevements dans le bassin

des huitres.

Les valeurs obtenues dans les trois prélévements sont relativement élevées par
rapports aux résultats obtenus a partir de bassin des moules, cela est expliqué par le
nettoyage rare de bassin des huitres, et contrairement au bassin-moules le bassin-
huitres est utilisé pour le stockage temporaire des moules et des huitres en attendant

leur remise dans les filieres.

Dans le 2¢™¢ prélevement, la concentration des Ct (770UFC) est trés élevé et
dépasse la valeur limite recommandé par JORA (1993) et la DGS en France (2008)
(500UFC/100ml), de méme la concentration des Cf (90UFC) est proche la valeur limite
recommandé (L00UFC/100ml).

Dans le 3™ prélevement, les concentrations des Ct et Cf est relativement
élevées par rapport au 1°" prélevement mais ne dépassent pas la valeur limites des Ct

comme dans le 2¢™¢ prélévement.

Les concentrations en Sf, varient entre 20ufc/100ml et 60ufc/100 ml, ces
résultats sont inférieurs a la valeur limite décrit dans les normes sanitaires.
L’augmentation de la concentration dans le 2°™¢ prélévement est paralléles avec les

valeurs des Ct et Cf.

L’augmentation des valeurs durant le 2¢™M¢ prélévement est expliquée par le non

renouvelement des eaux pendant une semaine.
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1.2.1.3 Filiere

Les résultats obtenus montrent une augmentation des Ct au niveau de la filiére
avec un max en mois de Juin ou ces derniers dépassent les 3000 ufc/100 ml. De méme
pour les Cf, les concentrations de des derniers ont augmenté durant la durée de cette
étude avec un max de 500 ufc/100 ml durant le mois de Juin. Durant le mois Juin, Les
Ct et Cf dépassent les valeurs seuils des Ct et Cf au niveau des eaux de baignade ce
gui montre une contamination bactérienne de la zone durant cette période qui coincide
avec le début de la saison estivale. Les valeurs des entérocoques montrent une
variation selon les mois de prélevements avec un max de 110 ufc/100ml en mois de
Mai.

Les résultats sont illustrés dans la figure7
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Figure7 : Variations des Ct, Cf et Sf dans les trois prélevements dans la filiére.

Les Résultats obtenus dans la filiere montrent qu'une forte contamination est
enregistrée durant le mois de Juin ou les valeurs de Ct et Cf dépassent les valeurs
guide des eaux de baignade. Comme les moules sont des organismes filtreurs, un

risque de contamination due a la consommation des moules.

L’augmentation des valeurs lors de 3°™® prélevement peut étre expliquer par le

début de la saison estivale, et donc la présence des baigneurs, notant que les
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coliformes qui sont des indicateurs de la présence d’'une contamination fécale et ne
font pas partie de la flore autochtone des eaux ; donc leur présence est due a la

présence d’une contamination. (Chebouba, 2017)
[1.2.2 Comparaison entre les trois sites de prélevement

La ferme (CULTMARE) ou les prélévements ont été réalisées, se situe prés de
deux rejet domestiques, et la zone de prélevement (Tipaza) qui un secteur agricole et

touristique tous ces facteurs peut présenter des sources de contamination.

Afin de pouvoir comparer les taux de contamination en Ct, Cf et Sf la moyenne de

concentration de germe qui varie d’un site de prélevement a un autre, été calculé.

UFC/100ml
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|
0 ||
BM BH E
Ct mCf msf

Figure 8 : Variations moyenne des Ct, Cf et Ef au niveau des stations

D’aprés la figure 8 on remarque que la charge la plus importante des Ct est la
filiere avec une moyenne de 1156.66UFC/100ml, cela peut étre due a une
contamination potentielle causé par la présence des rejets urbaine proches caractérisé
par I'apport important des contaminant fécaux, ou l'effet des baigneurs. Cependant
ces valeurs demeurent dans les normes préconisées par la communauté européenne
pour le classement des zones marines qui sont 100UFC/100ml. (Djelailli et Bettache,
2007 ; Djamaoun, Quali, Seghier,2014).
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Le profil de la charge des Cf et Sf dans les sites BM, BH et F sont relativement proches

grace au point de pompage commun et proche de la zone d’élevage.
[1.2.3 Origine de la contamination fécale

Un calcul de rapport des coliformes fécaux et streptocoques fécaux (Berrego
et Romeo In Bousaab.2007) a été effectuer pour identifier l'origine de la

contamination au niveau des trois stations
R=Cf/Sf
-Si R est inférieur a 0.7 la contamination est d’origine animale.

-Si R est compris entre 0.7 et 1 la contamination est humaine a prédominance

animale.
- Si R est compris entre 1 et 2 la contamination est d’origine incertaine

-Si R est compris entre 2 et 4 la contamination est d’origine mixte avec pro

dominance humaine.

-Si R est supérieur a 4 la contamination est d’origine humaine. (LARIF et
al.,2013). Le tableau IV regroupe les valeurs de R
Tableau Il : Indice CF/SF déterminant I'origine de la pollution par stations
Site de | Bassin-moules Bassin-huitres Filiere
prélevement
Rapport Cf/Sf 2.22 1.33 2.8
Origine de | Mixte pro Incertaine Mixte pro
contamination dominance dominance
humaine humaine

D’aprés l'indice R, l'origine de la contamination dans le bassin de moules et la

filiere est d’origine mixte avec pro dominance humaine, ce qui peut étre expliquer par

la présence des rejets domestiques proche de la zone de pompage.
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[1.2.4 Identification des bactéries dans I’eau

La recherche et l'identification des bactéries isolées a partir du milieu Tergitol
incubé et 44°C et repiqué sur Milieux GN, (Coliformes fécaux) est effectuée par

galeries Api 20F.
La recherche des Vibrio dans I'eau est effectuée a partir du milieu GNAB et TCBS.

Nous avons identifié une souche du genre Vibrio espéce V. fluvialis, et d’autres
especes bactériennes autres que Vibrio : Citrobacter youngae, Klebsiella pneumoniae

spp, Citrobacter koseri au niveau des milieux GNAB et TCBS

O |A |O (C u (T |I (V|G |G M |I S|IR|S (M [A [A
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Figure 9 : Profile biochimique de la bactérie V.fluvialis

11.2.5 Identification des bactéries dans I’aliment

L’identification des bactéries a été basée sur la recherche et I'isolement a partir
de milieu SFB dans le but d’identifier des bactéries du genre salmonella

potentiellement pathogene.

Nos résultats ont montré la présence d’'une bactérie du genre Salmonella
autres que S. typhie et S. entirica (a déclaration obligatoire) qui est Salmonella
arizonae.Autres bactéries que salmonelles ont été identifiées Klebsiella
pneumoponiae, Sigella spp, Enterobacter clocae, Serratia fonticola, Pseudomonas
fluorescens/putida, Proteus mirabilis, Citrobacter brakii a partir du SFB et Hektoen en
raison de leurs qualités d’enrichissement des bactéries pour 'SFB et favorisation de

poussées des Germes a Gram négative pour 'Hektoen (BIO-RAD.,2014).
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Figure 10 : Profile biochimique de la bactérie S. arizonae

Au cours de ce travail nous avons réussir a isolé et identifier 27 especes

bactériennes, a partir de I'eau d'élevage aussi bien que dans les moules (chair et

liquide physiologique). Ces especes appartiennent a familles différentes. La répartition

des germes est :15 dans I'eau,8 dans les moules et 3 dans 'eau et les moules. Le

détail des résultats obtenus est décrit dans le tableau V

Tableau IV : Les souches identifiées chez les moules et dans I'eau d’élevage de la

ferme d’élevage des moules et huitres CULTMARE

Famille Genre/ Espece Eau de mer | Moules
d’élevage
Enterobacteriaceae | Klebsiella pneumoniae + +
Shigella spp + +
Pantoea spp +
Escherichia coli +
Citrobacter braakii +
Enterobacter cloacae +
Citrobacter freundii +
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Enterobacter sakazakii

Serratia fonticola

Enterobacter cancerogenus
Citrobacter youngae
Citrobacter koseri/amalonaticus
Salmonella arizonae

Yersinia enterocolitica

Pseudomonadaceae

Flavimonas horyzihabitans
Chryseomonas luteola
Flavimonas

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas

fluorescens/putida

Yeeksellapées

Chryseobacterium

meningosepticum

Morganellaceae

Proteus mirabilis

Providencia rettgeri

Brucellaceae

Ochrobactrum anthropi

Xanthomonadaceae

Stenotrophomonas maltophilia

Pasteurellaceae

Pasteurella pneumotropica

/haemolytica

Vibrionaceae

Vibrio fluvialis

Non fermenter
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Bactéries dans
I’eau et I'aliment
11% Bactéries dans
I'eau
56%

Bactéries dans
I'aliment
33%

Bactéries dans I'eau M Bactéries dans I'aliment M Bactéries dans I'eau et I'aliment

Figurell : Répartition des bactéries entre eau et aliment et eau et aliment

La flore bactérienne identifier au cours des trois prélevements présente une
variété plus au moins importante, parmi les souches identifier un bon nombre font
partie de la flore bactérienne du milieu aquatiques, parmi ces bactéries ceux qui sont
pathogénes. Les bactéries appartenant a la famille des Enterobacteriaceae identifiées
dans notre travail appartenant au genres : Klebsiella, Shigella, Escherichia,
Citrobacter, Enterobacter, Serratia, Yersinia. Ces genres sont également signalées par
(Remdan et al.,2012) dans sa recherche sur la diversité bactérienne dans l'eau
d’élevage des poissons et des moules, et des bactéries sur la surface des poissons.
E. coli et Enterobacter spp sont aussi rapporter par (Abdulkadir et al., 2021).

Par rapport au genre salmonelle, 'espéce que nous avons identifié (S. arizonae)
n‘est pas une espece a déclaration obligatoire. La présence de salmonelles avec
I'activité des moules est rapportée dans (Hervio-Heath et al.,2012). La présence de
méme espéece (S. arizonae) était identifiée dans les eaux polluées est rapportés dans
le travail de (Debabza.,2005) donc sa présence peut étre due a une contamination au

niveaux des moules.

Les genres Pantoea, Proteus, Pasteurella, Ochrobactrum, Pseudomonas, ont
étais rapporté d’étre associés avec l'activité de Tilapia rouge hybride (lzzatul et
al.,2016).
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Selon la recherche de (Ogbonne.F et al.,2020) les bactéries : Proteus mirabilis,
Providencia rettegrii, Citrobacter freundii, Flavimonas horizabitans ont était rapporté

associé avec l'activité de poisson Tilapia guineensis.

Les espéces Proteus mirabilis, Citraobacter brakii, Citrobacter freundii,
Pasteurella pneumotropica, Pseudomonas fluoresens/putida, Pseudomonas
aeruginosa ont étais présents avec l'activité de moules (Meriouma et Taleb.,2017).
Les tableau 6,7,8 Montre la fréquence d’apparition des germes dans les trois

prélevements

Le tableau V : Fréquence d’apparition des germes dans le 1°" prélevement

Bactéries Isolées et identifiées du 1°" préléevement

Fréquences Genre/ espece Eau de mer | Moules
d’élevage

1 Klebsiella pneumoniae Présente

3 Flavimonas horyzihabitans Présente Présente
1 Chryseobacterium meningosepticum | Présente

2 Proteus mirabilis Présente
1 Shigella spp Présente
1 Non fermenter spp Présente
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Tableau VI : Fréquence d’apparition des germes dans le 26™¢ prélevement

Bactéries Isolées et identifiées du 26™€ prélevement

Fréquences Genre/espece Eau de mer | Aliment
d’élevage

1 Ochrobactrum anthropi Présente

1 Citrobacter freundii Présente

4 Flavimonas horyzihabitans Présente Présente
2 Klebsiella pneumoniae Présente

1 Chryseomonas luteola Présente

1 Enterobacter sakazakii Présente
1 Shigella spp Présente
2 Enterobacter cloacae Présente
1 Serratia fonticola Présente
1 Enterobacter cancerogenus Présente
1 Pseudomonas fluorescens/putida Présente
2 Vibrio fluvialis Présente

1 Citrobacter youngae Présente

1 Salmonella arizonae Présente

40




Chapitre Il : Synthese Experimental

Tableau VII : Fréquences d’apparition des germes dans le 3®™¢ prélevements
Bactéries Isolées et identifiées du 3*™¢ prélevement

Fréquence Genre/ espece Eau de mer | Aliment

d’élevage

1 Pantoea spp Présente

2 Ochrobactrum anthropi Présente

2 Stenotrophomonas maltophilia Présente

1 Chryseomonas luteola Présente

1 Providencia rettgeri Présente

1 Pasteurella haemolytica pneumotropica Présente

1 Yersinia enterocolitica Présente

1 Pseudomonas aeruginosa Présente

2 Escherichia coli Présente

1 Shigella spp Présente

1 Flavimonas horyzihabitans Présente

1 Proteus mirabilis Présente

1 Citrobacter braakii Présente

3 Klebsiella pneumoniae spp Présente Présente

1 Enterobacter cloacae Présente

1 Flavimonas Présente

1 Citrobacter koseri Présente
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D’aprés la comparaison des résultats d’identification entre les 3 prélévements
présents dans les 3 tableaux précédents, on a constaté que les bactéries Klebsiella
pneumoniae spp, Flavimonas horyzihabitans, Shigella spp étaient présentes dans les
3 prélevements au cours des 3 mois cela veut dire qu’elles font parties de la flore

bactérienne autochtone du milieu.

Le 3®me prélevement présente une richesse qualitative et quantitative
bactérienne importante par rapport au 1°" et 2éme prélévement, avec une présence
d’activité d’Escherichia coli. Klebsiella pneumoniae spp est la flore dominante tant des
que dans le 2eme prélévement Flavimonas horyzihabitans a été marqué comme la

flore dominante.

Cette richesse peut étre liée avec 'augmentation de taux de contamination au

niveau du bassin moules.
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CONCLUSION

Le suivi de la qualité bactériologique des eaux au niveau de la ferme conchylicole
« CUTMARE » pendant trois mois au niveau de différentes stations nous permet
d’estimer le degré de la contamination et son origine et d’établir un inventaire
préliminaire de la flore bactérienne associe a la conchyliculture.

Les résultats de cette étude ont montré une variation spatiotemporelle de la
contamination bactérienne au niveau de la ferme. Généralement les coliformes
totaux, fécaux et entérocoques ne dépassent pas 500 ufc/100ml, 100 ufc/100ml et
100ufc/100ml respectivement sauf durant le mois de juin ou nous avons enregistré
des valeurs tres élevées des coliformes totaux et fécaux probablement causés par
les différentes activités au niveau de la région durant la saison estivale.

Nous avons aussi remarque que la qualité des eaux des bassins ne dépend pas
seulement a la qualité des eaux cétieres (site de pompage) mais aussi au taux de
renouvellement de ces eaux.

Les résultats obtenus montrent aussi que la contamination fécale des eaux de la
ferme est d’origine mixte avec une prédominance humaine ceci et du aux différents
rejets domestiques qui déversent dans la zone. Ce qui montre I'importance de
traitement des rejets pour protéger la salubrité de la zone.

L’identification des bactéries a partir des eaux de bassin a montré que les bactéries
qui apparaissent durant les trois mois sont Flavimonas horyzabitans, Klebsiella
pneumoniae, et Shigella spp. Nous avons aussi noté la présence de Vibrio fluvialis

Nous avons identifié au total 27 souches bactériennes, parmi des bactéries
autochtones et quelques bactéries montrent une contamination par des activités
anthropiques. Ces derniers peuvent causés des effets négatifs a I'élevage ou bien
aux consommateurs.

La recherche et lidentification des bactéries Salmonella pathogénes dans les
échantillons des moules, nous a permet d’identifier Salmonella arizonae.

Pour la suite de ce travail, nous proposons de compléter les parties suivantes :

= L’impact des parametres physico-chimiques (température, pH, salinité,
turbidité et conductivité) sur la distribution de flore bactérienne relative a
I'activité aquacole.

» L’inventaire de la flore bactrienne associe a I'élevage de poisson

= La comparaison entre le degré de contamination fécale des eaux et les
biotes.

= L’étude approfondie de l'impact de la flore bactérienne sur les moules
(anomalie).
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Annexe 1: présentation de matériel biologique

e Lamoule: Mylitus galloprovidancia

Figure : 'espéce Mylitus galloprovidancia

e Taxonomie
Régne : Animal
Sous-regne : Métazoaires
Phylum : Mollusques
Classe : Bivalve
Sous classe : Ptériomorphes
Ordre : Mytiloidés
Famille : Mytilidés
Genre : Mylitus

Espéce : M. galloprovidancia

e Distribution

M. galloprovidancia est une espece des zones a distribution géographique
mediterranéenne. L’aire de répartition de cette espéce s’étend sur la cote atlantique
depuis la baie d’Agadir (Maroc) jusqu’a l'ile britanniques et englobe aussi 'ensemble
du bassin méditerranéen, I'Afrique du sud, la Nouvelle-Zélande et la Californie.



Annexe 2 : matériels de laboratoire

Rampe da filtration et une fiole a vide, un pompa a vide




Etuve a 37 C°

Etuve a 44 C°

COMPTEUR DE COLONIES




VORTEX

Homogénéisateur




Annexe 3 : les milieux de culture

= Milieux de cultures solides

Milieu Slanetz et Bartley

Slanetz et Bartley

Compotions (g/l d’eau distillée)

(Photo originale)

Peptone de caséine.........ccoceoveieiicnnnns 15¢g
Extrait de SOja .....ccoovvvveieiiiicieeeee, 05g
Extrait de levure........ccoeiiiiiiccien, 059
GlUCOSE..c.oi it 02g
Azide de sodiUm ....cccoovcveeeiiiiieee e, 0,49
Phosphate dipotassique ............ccccvenene. 0.4g
AQar i 10g

pH final a 25°C: 7,0 1 0,2

Avant utilisation du milieu vs ajouter 1%

TTC (triphenyl2,3,5-tetrazolium chlorure)




Milieu Bile-Esculin-Azide

BEA

Compotions (g/l d’eau distillée)

(Photo originale)

TrYPLtONE..oveiiiie e 17
Peptone ..o 03
Extrait de levure........cccoviiicnenn, 05
Bile de boeuf déshydraté ................. 10
Chlorure de sodium ........cccceverennnne, 05

Vi




Milieu gélose Hektoen

Hektoen

Compotions (g/l d’eau distillée)

(Photo originale)

e Protéose peptone........ccoceeeennne 12
o Extraitdelevure ... 3
e Chlorurede sodium......cccceoveennnn, 5
e Thiosulfate de sodium .................. 5
o Sels biliaires ......ccccoeoveniiiiiiicnn, 9
e Citrate de fer ammoniacal ......... 1,5
SaliCiNe ... 2
LacCtOSe. ... 12
Saccharose ..., 12
e Fuchsine acide........c.cccoovvininnne. 0,1
e Bleu de bromothymol.............. 0,065
AGAr .. 14
Ph:75

Vil




e Milieu gélose nutritive

GN

Compotions (g/l d’eau distillée)

o Peptone.....ccciiiiiiiiciiie 10
e Extrait deviande.........ccccceevreiineennn. 3
e Extraitdelevure.......iiiiiineennns 3
e Chloruredesodium.........ccoeeeeennnnens 5
®  AQAl.iii 18
e pH:7
e Milieu gélose Tergitol
Tergitol Composition dans I'eau (g/l)
o Peptone......cccoiiiiiiiiiie 10,00
e Extrait delevure.......cccccoveenenenne 6,00
e Extrait deviande ........c.ccoueneee. 5,00
o LactoSe......coocviiiii 20,00
e Bleu de bromothymol ................ 0,05
o Agar.i 15,00
e Ph:7.2
. Le milieu prét a ’emploi contient
(Photo originale) Triphényl-2,3,5-tétrazolium
¢ (TTC) i 0,025

Vil




e Milieu gélose nutritive alcaline bilié

GNAB

Composition dans I'eau (g/l)

(Photo originale) o

Peptone........cccoiiiiiciiin, 10g
Extrait de viande...........c.......... 03g
NaCl... ... 05g
Bilede boeuf ... 02g
AQar i 209
ph=8.6

e Milieu Thiosulfate Citrate Bile Saccharose

Composition dans I'eau (g/l)

TCBS
[ J
[ J
(Photo orginales)
[ J
[}
[ ]

Peptone.......cccoevvviiiiiiiiinnenn, 10,09

e Extraitde levure......cccccceee... 5009
e Biledebeceuf.........ccccooeenn. 8,09
Saccharose.......cccceeeeeeeeeieenennn, 209

e Bleu de bromothymol ......... 40 mg
e Bleudethymol.......ccccc........ 40 mg
e Citrate de sodium................ 10,0 g
e Thiosulfate de sodium........ 10,0g
e Citrate ferrique ...........c.ccee. 10g
NaCl...coooiiieiiiiiicieeeeeeee, 10,09
Agar....coooiiiiiiiiiieei e, 140¢g
pH=8,6




= Milieu de culture liquide (milieux d’enrichissements)

e Eau Peptone Alcaline

EPA

Composition (g/l) d’eau distillée ou
déminéralisée

EPA10 fois concentrées

(Photo originale)

EPA simple concentartion

(Photo originale)

Peptone.......cccoveiiiiiicii, 20,009
Chlorure de sodium................ 20,009

pH final a 25°C: 8,5+ 0,2




e Bouillon Sélénite Cystine

SFB

Composition en (g/l) d’eau distillée ou

déminéralisée

SFB doubles concentration

(Photo originale)

SFB simple Concentration

(Photo originale)

Tryptone ..o, 5,009
LactoSe....cveiieieeiiieeeeeiee e, 4,009
Sélénite acide de sodium...... 4,009
Phosphate disodique............. 10,009
L-cystine.....ccccceeeieveieeeeieiiinn, 0,01g

pH final a 25°C : 7,0+ 0,2

Xl




Annexe 5 : Les réactifs

Réactifs compositions

Kovacs

e 4-(Diméthylamino) benzaldéhyde 50 g/l
e Butan-1-ol 75 %

e Acide chlorhydrique (37 %) 25 %

e Solution de chlorure ferrique,
e Solution de chlorure de fer(lll)

e Réactif tryptophane désaminase

e Urée-Indole

(Photo originale)

VP 1

e KOH........ 40G
. e H20........... 100ML
(Photo originale)
VP 2
e Alpha-naphtol ....... 6g
e Ethanol................. 10m

(Photo originale)

Wl



Annexe 6 : Eau physiologique

Composition (g/l) :

o Chlorure de SOIUM ...oe e, 8.5
0 EAU iStilBO .. 1000 ml
e pH=7

Autoclaver a 12°C pendant 15min

Xl
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