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Introduction Générale

Introduction :

L’émergence continue de résistances bactériennes aux antibiotiques et les épidémies
virales mortelles pouvant entrainer de graves pandémies nuisent gravement aux normes de santé

humaine et animales dans le monde entier (Giske, C.G et al., 2008).

La menace des bactéries multi-résistantes (MDR) exerce déja un impact significatif
sur le bien-étre humaine et  animale, les ressources cliniques et les colts associés. (Giske,
C.Getal., 2008), (Rice, L.B. Federal. ,2008). Les bactéries MDR sont des souches bactériennes
qui ne sont pas sensibles a un ou plusieurs antimicrobiens appartenant a au moins trois classes
d'antimicrobiens différentes, telles que les bactéries ultrarésistantes aux médicaments (XDR) et
les pan drug résistantes (PDR) (Magiorakos, A.-P et al.,2012). Les principaux représentants des
pathogeénes bactériens MDR, en dehors de l'agent causal de la tuberculose Mycobacterium
tuberculosis, sont englobés dans un groupe appelé ESKAPE, c'est-a-dire Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas
aeruginosa, et Entérobactéries , ( Rice, L.B. Federal , 2008).En réponse a ce probléme, de
nombreuses agences et sociétés de santé, telles que 1'Infectious Diseases Society of America
(IDSA) et I'Organisation mondiale de la santé (OMS), ont attiré l'attention sur le manque de
nouveaux antibiotiques et sur le besoin urgent de produits rentables traitements depuis des
décennies (Spellberg, B et al.,2008), ( Miethke et al.,2021) .

L'aquaculture mondiale s'est révélée étre la source d'alimentation animale qui connait
la croissance la plus rapide pour l'augmentation de I'offre de poisson, avec une augmentation
annuelle moyenne de 6 % par an (FAO ,2012), ( M. Reverter et al.,2014). Ont indiqué que le
poisson représentait 17 % des protéines animales et 6,5 % de I'ensemble des protéines
consommeées. Cependant, les maladies infectieuses dans la production aguacole mondiale
représentent un intérét considérable dans le monde entier, entrainant une perte totale ou partielle
de la production (M.G. Bondad-Reantaso et al.,2005), (D. Ward, D.A. Bengtsonet al.,2016).

Le poisson (la pisciculture), y compris les produits d'élevage, est une source
précieuse et nutritionnellement importante de protéines animales (FAO. 2019). Le tilapia est le
deuxiéme poisson d'élevage le plus élevé au monde apres les carpes. Selon I'Organisation des
Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAQO), la production mondiale de tilapia a
continué de croitre, passant de 3,1 millions de tonnes en 2010 a 5,6 millions de tonnes en 2018

(FAO, 2020). Cela a mis en évidence la contribution significative de I'industrie du tilapia a
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I'économie mondiale en tant que I'une des principales sources mondiales de protéines pour la

consommation humaine (FAO, 2020).

L'impressionnante production mondiale de I'aquaculture est le résultat d'une large adoption
de systemes de production intensifs, qui sont associés a une productivité plus élevée par unité
de surface en raison d'une densité d'élevage plus élevée (Basha et al., 2013).

Cependant, la densite d'élevage plus élevée dans les systemes d'élevage intensif, associée a
d'autres activités aquacoles générales telles que la manipulation, le transport et la récolte des
poissons, peut étre stressante pour les poissons. Cela peut par conséquent conduire a un certain
nombre de conditions, y compris une faible capacité métabolique (Santos, et al 2010), une
mauvaise qualité de la viande (Jittinandana et al., 2003), une sensibilité accrue aux maladies

(Wu et al., 2013), et dans les cas extrémes, conduire a la mort (Mckenzie et al., 2012).

Toutes ces contraintes font qu'il est difficile pour les pisciculteurs de convertir les
avantages d'un rendement de production plus élevé associé aux systémes de production intensifs
en gains économiques. Depuis 2000, le taux d’augmentation moyen annuel est particulierement

élevé pour les poissons d'eau douce et les mollusques (FAO, 2018).

Afin de tirer un bénéfice économique des systémes d'élevage intensif, les pisciculteurs ont
commencé a utiliser des antibiotiques synthétiques et d'autres médicaments chimio-
thérapeutiques pour maintenir les poissons d'élevage en bonne santé. L'adoption de ces
médicaments en aquaculture semble étre uniqguement motivée par le profit et non durable, car
ils entrainent plusieurs autres contraintes telles que la résistance des poissons aux médicaments
pathogenes, lI'immunosuppression, la pollution de I'environnement et I'accumulation de résidus
chimiques, qui peuvent étre potentiellement dangereux pour la santé publique (Bulfon et
al.,2013 ; WHO, 2006). De plus, les poissons traités avec des produits chimiques synthétiques
ne sont pas facilement acceptés par les consommateurs pour des raisons de sécurité (Biswas et
al., 2005 ; Reverter et al., 2014). Compte tenu des conséquences négatives susmentionnées,
plusieurs pays interdisent l'utilisation d'hormones synthétiques pour la production d'aliments

pour poissons (Chakraborty, Horn et Hancz, 2013).

Aujourd'hui, la nécessité de remplacer les antibiotiques et autres produits chimiques
synthétiques, dans 1’optique de chercher des alternatives et d’agents thérapeutiques, par des
supplémentations alimentaires ou des ingrédients capables de renforcer I’'immunité des

poissons, d'améliorer leur croissance, leur capacité d'utilisation des aliments et, en fin de
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compte, d'assurer la sécurité et la bonne qualité des produits issus de I'aquaculture devient de

plus en plus vitale ( Seyfried et al., 2013).

Les écosystemes marins ouvrent un vaste horizon avec un grand potentiel pour la
découverte de nouveaux antimicrobiens d’origine biologique, principalement parce qu’ils
constituent les habitats les plus étendus et les plus diversifiés sur le plan environnemental
colonisés par des étres vivants sur Terre. De plus, comme ils sont considérés comme les
environnements les plus anciens a partir desquels la vie est née et s'est développée, ils abritent

actuellement la plus grande biodiversité, ainsi que la biomasse (Pomponi, S.A ,1999).

En termes d'activité antimicrobienne, les constituants qui se distinguent sont ceux contenant
des composés aromatiques oxygénés avec des groupes carbonyle (aldéhydes et cétones), des
phénols, des éthers ou des acides, suivis par des terpénes aliphatiques oxygénés (Nogueira JO
etal.,2021).

Les extraits de plantes contiennent également des composés phytochimiques intéressants.
Ceux qui se déemarquent, comme les composés phénoliques, ont des activités antioxydants et
antimicrobiennes. Il existe notamment les tanins et les flavonoides qui peuvent étre sous-classés
en flavones, flavanones, flavonols, flavanonols, isoflavones, catéchines et anthocyanidines
(Difonzo G et al.,2021), (Pereira RJ et Cardoso MG.,2012).

Dans ce contexte, Le présent travail a pour objectif de tester in vitro D’activité
antibactérienne a base d’extrait hydro-méthanolique, , un éventuel effet de synergie vis-a-vis
de différentes souches bactériennes pathogénes. De tester in vivo I’efficacité de notre chez le
modele biologique poisson tilapia Oreochromis sp et finalement, mesurer sur les performances

sur le profil microbiologique nutritionnel chez I’espéce et I’eau d’élevage.




Matériel et Méthodes

La préparation des extraits Brutes, extrait hydro-méthanolique et nanoparticule
d’argent de P.oceanica

1. Matériel végétal

>  Effets antidiabétiques, antioxydants et vasoprotecteurs

>  Richesse en molécules antioxydants et antibactérienne (phenols naturels,
dérivés du phénylméthane, dérivés du phényléthane, dérives du phénylpropane et leurs esters,
chalones, flavonols)

>  Richesse en composés cosméceutiques

2. Etudes antérieures : Ces derniéres années, un nombre croissant d'études ont permis
d'approfondir les connaissances faisant de ces herbiers une source potentielle utile de
molécules antioxydantes, pour lutter contre le stress oxydatif, responsable de la
formation de rides, du vieillissement cutané, du cancer et des maladies

cardiovasculaires

3. Récolte
Au total, 10 kg de fascicules foliaires frais détachés (POV et POD), non encore déposés le

long de la céte Est-Algérienne pour former des banquettes, ont été collectés pour des fins scientifiques
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Feuilles Intermédiaires
s

“® Feuilles Juvéniles
Figure 2. Collecte des échantillons (Séchage et conservation

4. Préparation des extraits

Parallelement nous avons préparé les trois (03) extraits de la plante P. oceanica (POV
et POD).

4.1 Extrait Hydro-méthanolique

La préparation d'extrait hydro-méthanolique a été réalisée selon la méthode décrite par
(Matkowski et Piotrowska, 2006), adaptée selon les moyens disponibles.

-Les feuilles (POD et POV) séchées ont été broyées a l'aide d'un broyeur électrique afin
d'obtenir une poudre fine, puis la poudre de la plante a été conservée dans des petits sacs en
papier Kkraft.

- Le tamisage de la poudre a été réalisé avec un tamis.

- 40 g de la poudre de la matiére végétale ont été mesurés a I'aide d'un bécher et d'une balance.

- Dans une éprouvette graduée, 320 ml de methanol ont été verseés, et I'ajout a été poursuivi avec

de l'eau distillée jusqu'a atteindre un volume total de 400 ml, en maintenant un rapport
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méthanol-eau de 70/30 (V/v).
- 2509 de la poudre POD est macéré dans 700ml du méthanol et 300ml d'eau distillé, le mélange

est laissé dans une bécher couvert d’aluminium pendant 3 jours a température ambiante.

- Le macérat a été versé dans un flacon de verre teinté, placeé sur un agitateur magnétique, et
laissé sous agitation continue a température ambiante pendant 72 heures.

- Apres 72 heures, I'extrait hydro-méthanolique a été filtré avec du papier filtre Wattman n°3.

- Le filtrat a été concentré a 80°C jusqu'a siccité dans un évaporateur rotatif (Buchi Rotavapor
R-114) pour donner un résidu solide et les extraits séchés ont été conservés a I'obscurité dans

des boites pétries a 4°C avant analyse.

Il.  Activité¢ antimicrobienne des extraits (POD et POV)
1. Souches microbiennes

Les germes utilisés sont des souches de reférence ATCC (American Type Culture Collection),
ils constituent d’excellents modéles pour la recherche de I’effet antibactérien des substances

naturelles ou de synthéses. Ces souches sont conservées sur une géelose inclinée a 4°C (Tab.1).




Tableau 1 : Tableau descriptif des différentes souches bactérienne utilisées (ATCC)

Bactérie

Staphylococcus
aureus ATCC

Description

S. aureus ATCC est un membre de la famille des
Micrococcaceae. A I'examen microscopique, les
organismes se présentent sous la forme de cocci
a Gram positifs regroupés en grappes, diamétre
moyen 0,8 & 1 um. La grande majorité des
souches de S. aureus sont capsulées, mais les
souches peuvent perdre leur capsule aprés culture
(Yves & Gantier, 2009).

Pouvoir pathogene

Peut étre a I’origine de toxi- infections
alimentaires, entérocolites
aigues, syndrome de choc toxique,
infection  suppuratives,  d’infection
cutanées, des septicémies,  sous-
cutanées, muqueuses staphylococcies
0SSeuses, pleuropulmonaires,
urogénitales, neuroméningées et
I’endocardite staphylococcique

(Yves & Gantier, 2009).

Matériel et Méthodes

ATCC 27853

Italie ( ’enrichissement au
laboratoire le CQA-Skikda)

Escherichia coli
ATCC

E. coli ATCC est une bactérie a Gram négative,
appartenant a la famille des Entérobactéries. Elle
possede des structures appelées fimbriaes ou pilis
qui lui permettent de s'adhérer aux surfaces
mugueuses des hotes. La plupart des souches d'E.
coli sont lactose positives et peuvent fermenter le
lactose ( Martak etal., 2013).

Les infections intestinales causées par
Escherichia coli ATCC (E. coli)
peuvent se présenter sous différentes
formes. Tels que Les ETEC sont
responsables de la diarrhée du
voyageur, et 'EHEC qui entraine une
diarrhée sanglante. En dehors de
I’intestin, E. coli est également
responsable d’infections des voies
urinaires, de méningites néonatales et
d’infections nosocomiales telles que la
septicémie, le choc endotoxique et la
pneumonie ( Martak et al., 2013)..

ATCC 25922

Italie ( Penrichissement au
laboratoire le CQA-Skikda)
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Bactérie Description Pouvoir pathogéne
Klebsiella pneumoniae ATCC est une bactérie Klebsiella pneumoniae ATCC provoque | ATCC 25923
Gram-négative anaérobie en forme de batonnet, | une pneumonie sévére, en particulier
elle appartient a la famille des chez les patients ventilé ( Toudji et al.

Klebsiella Enterobacteriaceae. C’est une commensale 2018)E||e cause des infections des Italie ( I’enrichissement au

pneumoniae ATCC

Listeria
monocytogenes
ATCC

normale qui vit dans la bouche et les intestins.
Cependant, lorsque Klebsiella est transportée
ailleurs, elle devient pathogéne et est souvent
associée a des infections des voies urinaires, des
plaies et des infections respiratoire ( Toudji et
al. 2018)

Listeria monocytogenes ATCC C'est la seule
espéce du genre Listeria pathogéne pour
I'nomme. Ils sont saprophytes dans le sol, I’eau,
les eaux usées et les plantes et Ils résistent aux
effets de la congélation, du séchage, de la chaleur
élevée, de la teneur élevée en sel et du pH élevé.
C’est ’espece de bactérie pathogene qui cause
infection listériose. (Sagar Aryal 2021).

voies urinaires, des infections de plaies,
des bactériémies et des méningites, et
rarement des diarrhées( Toudji et al.
2018)

Listeria
monocytogenes
ATCC est une
bactérie pathogéne
responsable de la
listériose.
Principalement
transmise par des
aliments
contaminés.

laboratoire le CQA-Skikda)

ATCC 29212

Italie ( Penrichissement au
laboratoire le CQA-Skikda)
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2. Les milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour la revivification et I’étude de Dactivité

antimicrobienne sont présentés dans le tableau 2

Tableau 2 : Les milieux de cultures utilisés dans ’activité antimicrobienne.

Milieux Utilisation
Gélose Chapman : Staphylococcus aureus

. : . Préparation des cultures jeunes
Gélose Hektoen : Klebsiella pneumoniae et

Escherichia coli

Viande de foie : Clostridium

Gélose Muller Hinton : Toutes les souches Tests antimicrobiens

3. Les extraits testés

e Extraits hydro-méthanolique des feuilles de P. ocenaica (POD ; POV)
e Extraits Bruts des feuilles de P. ocenaica (POD ; POV)
e Extraits de Nanoparticule des feuilles de P. ocenaica (POD ; POV)

4. Préparation des cultures jeunes

L'activité antimicrobienne doit étre réalisée sur des souches microbienne jeunes en

phase de la croissance exponentielle.

La réactivation des cultures a été effectuée par repiquage sur trois milieux de cultures
favorables a leur croissance (Chapman pour Staphylococcus aureus ; Hektoen pour
Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae et viande de foie pour Clostridium ). Apres
préparation, les milieux ont été coulés dans des boites de Pétri, puis incubés apres

I'ensemencement a 37°C pendant 18 a 24 heures.

5. Lamesure de la charge bactérienne

Nous avons utilisé la méthode de mise en suspension directement a partir des colonies en
réalisant une suspension bactérienne en solution salée pour atteindre une turbidité équivalente

a celle de I’étalon 0,5 de la gamme de McFarland, ce qui correspond a un inoculum d’environ
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1 & 2 x108 UFC/ml pour Escherichia coli. Cette méthode convient pour toutes les bactéries y

compris a croissance lente.

al-|

|
J

Figure 6 : les tue de Macfarland (prise personnelle).

6. Observation microscopique

Les souches microbiennes ont été observees sous microscope optique pour déterminer
leur aspect microbiologique (objectif X 100). La coloration de Gram a été réalisée pour les

souches bactériennes en parallele avec d'autres tests confirmatifs.

6.1 La coloration de Gram

a) Principe

La coloration de Gram fut développée en 1884 par le bactériologiste Danois Hans
Christian Gram. Il s'agit d’une des procédures de coloration les plus utiles car elle permet de
classer les bactéries en deux grands groupes : les bactéries a Gram positif et les bactéries a

Gram négatif (Komono et al., 2020).

b) Mode opératoire

- Une lame a été nettoyée a l'alcool, puis une goutte d'eau a €té déposée sur la lame.

- A l'aide d'une pipette Pasteur, une colonie a été prélevée puis délicatement mélangée dans
la goutte d'eau. Ensuite, la lame a été passée 3 fois dans la petite flamme (veilleuse) du bec
Bunsen pour fixer I'échantillon a la chaleur.

- Quelques gouttes de solution du violet de Gentiane (cristal violet) ont été déposées sur le
frottis fixé et laissées agir pendant 1 minute.

- Ensuite, la lame a été brievement rincée en faisant couler de I'eau sur la lame au-dessus du
frottis (pas directement sur le frottis).

- Puis quelques gouttes de Lugol ont été déposées sur le frottis. Aprés 1 minute, il a été
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décoloré avec de l'alcool (pendant 5 a 10 secondes) puis rincé de nouveau avec de I'eau.

- Ensuite, la Fuchsine a été déposée pendant 1 minute, puis la lame a été rincée une derniere
fois avec de I'eau avant de passer a I'observation microscopique (grossissement 100x ou,
avec une goutte d'huile a immersion).

Préparation de I'inoculum

Pour préparer I'inoculum, trois a cing colonies similaires bien isolées de chaque
souche ont été déchargées dans des écouvillons stériles contenant 5 ml d'eau physiologique
stérile (0,9%). Ensuite, la suspension bactérienne a été bien homogeéneisée jusqu'a ce que son
opacité soit equivalente a 0,5 McFarland, (EI Atki et al., 2020). L’inoculum devait étre

ensemencé dans les 15 minutes suivant sa préparation.

Etude de Pactivité antibactérienne des Extraits (hydro-méthanolique ; brut et
Nanoparticule d’argent) de POD et POV

2.1 Méthode de diffusion des disques

Selon (Amara et al, 2017) :

Préparation de solution : Nous avons préparé une solution mere contenant 10 ml de DMSO
et 1 ml d'extrait. Nous avons preparé des boites de Pétri en versant 20 ml de gélose Mueller
Hinton (MH), qu'on a laissé solidifier et sécher pendant 30 minutes.

Ensemencement : Nous avons ensemence les suspensions microbiennes standardisées a

I'aide des écouvillons stériles.

Application des disques : Nous avons imprégné des disques de papier Wattman n°03
stérilisés de 6 mm de diameétre avec 10ml de solution mere pour obtenir des concentrations
respectives de 2 et 4 mg/disque, puis on les a déposés sur la gélose. Nous avons préparé
également des boftes contenant des disques imprégneés de 10 pL de chaque extrait pur.

Nous avons utilisé des disques imprégnés de DMSO comme témoins négatifs dans les mémes
conditions.

Incubation : la lecture des résultats apres la diffusion des extraits a 4°C pendant 3 heures,

suivie d'une incubation de 24 heures a 37°C. Chaque essai est réalisé en deux répétitions.
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La lecture : des résultats s'est faite par la mesure de diamétre de la zone d’inhibition (Fig. 7)
selon (SFM., 2023 ; Ponce et al., 2003).

- Non sensible (-) ou résistante : diamétre moins de 8 mm
- Sensible (+) : diamétre entre 9 a 14 mm
- Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm

- Extrémement sensible (+++) : diameétre plus de 20 mm

A

Colonies avec zones d'inhibition

- K

Préparation de milien de culture L’ensemencement Dépét des disques

Figure 7 : Méthode de détermination des diamétres des zones d’inhibition des extraits (Photo
personnelle).

2.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

C’est la plus faible concentration de la molécule a tester qui inhibe toute croissance visible
d'une souche bactérienne aprés 18h d'incubation dans un milieu de croissance spécifique et
I’approche la plus utilisé pour évaluer in vitro 1’activité bactériostatique d’une nouvelle

molécule a activité antibactérienne (Carryn, 2013).

Préparations des dilutions des extraits : Nous avons réalisé une série de dilutions
de chacun de nos extraits de (POV.POD) avec le DMSO en suivant la méthode de dilution

specifique a chaque extrait (1g /10ml) (Fig.8).
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Figure 8. Preparation des dilutions d’extrait hydro-méthanolique.

Préparation D’inoculum : Pour préparer I’inoculum ,2 colonies bactériennes ont été
prélevées a 1’aide d’une pipette pasteur et émulsionnées dans un tube a essai contenant 10ml
de bouillon Muller-Hinton stérile (BMH). Le mélange a été incubé a 37° pendant 3heures.
Aprés ce temps d’incubation, un volume de 0,3 ml de cette pré-culture bactérienne a été
prélevé, transféré dans 10ml bouillon Muller-Hinton stérile et homogénéisé a I’aide d’un

vortex. La charge bactérienne de cet inoculum bactérien est de 106 UFC.
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L’ensemencement

Selon la méthode de Kumar (2016)

Par écouvillonnage, nous avons tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et
laisser s'imbiber. En l'essorant doucement sur la paroi. L’ensemencement de la boite de
Mueller-Hinton (gélose est de 22 mm), en frottant I'écouvillon sur sa surface et en tournant la
boite 3 fois de 60° afin d'assurer une bonne distribution de 1'inoculum. L’application en parall¢le

des dilutions des extraits (POD, POV) (10°,10,102,10 10*4,10). (Fig.9).

Lecture : La lecture apres 1’incubation des boites 37C° pendant 24 heures.

2.3 Détermination de la concentration minimale bactéricide(CMB)

Selon (CA-SFM, 1998)

Principe :  C’est la plus faible concentration de la molécule a tester capable de tuer les
bactéries apres 24 h d'incubation dans un milieu de croissance specifique. On détermine la
CMB en transférant un échantillon des tubes ne présentant pas de Croissance dans un milieu

frais dépourvu des molécules a tester (Carryn, 2013). (Fig..9).

Méthode (bactéricide, bactériostatique) : Préléve a 1’aide d’une anse de platine une colonie
bactérienne bien isolée (colonie précisée) et mis la surface de la gélose MH coulé dans chaque
boite de pétrie. A ’aide d’une anse étalé la suspension bactérienne et devisé la surface de la
gélose MH, laisse les boites de pétri. Séché pendant quelque minute. Nous avons Appliquer
les disques a l'aide d'une pince préalablement flambée, en appuyant lIégerement. Les disques
doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement. Une distance minimale de 15 mm
doit séparer un disque périphérique du bord de la boite, et chaque disque doit étre éloigné au
minimum de 30 mm des autres ou bien Incuber les boites a 37°C pendant 24 heures, couvercle

en bas.

Lecture : La lecture aprées I’incubation des boites 37C° pendant 24 heures.
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Préparation d’inoculum

aprés 24h d'incubatien
ald7oC

0
Fifet
BACTERICIDE
Lecture aprés 24h d'incubation
a37oC I | l
Deétermimation de
Effet la CMI et CMB

BACTERIOSTATIQUE

Figure : 9 Détermination de la concentration minimale inhibitrice et bactéricide (CMI,
CMB)

17



Matériel et Méthodes

I1l.  Animal expérimental Poisson Tilapia Oreochromis sp « in vivo »

L'espece Oreochromis sp. (Tilapia Du Nil Hybride avec le tilapia rouge,
Cichlidae) a été sélectionnée comme organisme modele pour cette étude. Des spécimens de
tilapia (Oreochromis sp) ont été collectés d’une station d’élevage au Nord de Skikda (c) et de
la ferme aquacole au Sahara (b). Les poissons pesant entre. (50+£30g). (Fig. 10).

Figure 10 : Animal expérimental Poisson Tilapia Oreochromis sp (photo personnel)

Aquari-experimentale

Au cours de notre travail, nous avons également rencontré des difficultés avec
I'adaptation des Bioessaies cause de quoi nous avons enregistré la mort de ces derniers jusqu'a
ce gue nous parvenions a ajuster leur nature appropriée. Apres I’acclimatation des Bioessaies,
En premier lieu, nous avons réalisé suit :

- Un contréle macroscopique quotidien des poissons d’aquarium

- Les différentes mensurations (biométrie, taille, Poids, sexe)
- Un prélevement quotidien des paramétres physico-chimiques de 1’eau des aquariums

- Un diagnostic de la flore bactériologique Initial

Lors de cette étude, La formulation des aliments a base d’extrait hydro-méthanolique
de P.oceanica (POV et POD) est réalisée sur la base de ces données et des besoins nutritionnels
du tilapia du Nil. (Jauncey, K.; Ross, B. 1982) . Par la suite, Nous avons nourris nos bioessaies

comme le mentionne le tableau (3) ci-dessous.
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1. Echantillonnage et analyse bactériologique (eau et poisson d’essai)

2.1 Controéle de qualité microbiologique de I’eau d’aquarium

L'échantillon destiné a lI'analyse de 1’cau est prélevé de facon a étre le plus
exactement possible représentatif du milieu d'ou il provient. Dans ce travail, nous avons fait
trois (03) prélevements avant et aprés traitement (Témoin, POV, POD). Nous avons effectué
I’étude des parametres bactériologiques de 1’eau d’¢élevage selon la méthode de nombre le plus

probable (NPP) appelée aussi la colimétrie.

Un choix de techniques appliquées a la recherche des bactéries indicatrices de pollution
et d'efficacité de traitement (bactéries aérobies revivifiables, coliformes totaux, coliformes

fécaux, streptocoques fécaux, anaérobies sulfito-réducteurs), (AZ1ZlI DJAMAL,2021).

Nous avons aussi réalisé la recherche des bactéries spécifiques, pathogénes strictes ou
pathogénes  opportunistes. (AZIZI DJAMAL,2021) [I’ensemble des protocoles

microbiologiques de I’eau réalisées sont mentionnés en annexe 1
Prélevement

Selon travaux pratiques assures par : (AZIZI DJAMAL,2021)
- Nous avons utilisé des flacons en verre de 100, 250, 500 ou 1000 ml

- Avant I’usage, ces flacons doivent €tre soigneusement lavés, puis rincés car il ne doit

rester aucune trace d'un éventuel détergent ou antiseptique.

- Stériliser soit a l'autoclave (120 °C) durant 15 minutes, soit au four Pasteur (170 °C)

durant 1 heure.

Transport : les prélévements de I’eau sont transportés dans des glacieres 4 a 6 °C.

2.2 Controle de qualité microbiologique alimentaire

Des prélevements des poissons frais du Tilapia Oreochromis sp (témoin et supplémenteé)
ont été effectués du Février jusqu’au Mars 2024, Au total nous avons réalise deux (02)

prélevements (avant et aprées traitement).
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Une fois prélevés, les échantillons sont acheminés directement dans des glaciéres (T°4°C)
vers du laboratoire d’hygiéne (unité alimentaire) de wilaya de Skikda. Selon la réglementation
Algérienne de contréle de qualité alimentaire des produits aquacole (JORADP, 2017)
(Fig. 11). L’ensemble des protocoles microbiologiques de la qualité de la chair des poissons

réalisées sont mentionnés en annexe 2

| MINISTERE DU COMMERCE

Arréte  interminisiéricl du 2 Mobarram 1438
correspondant au 4 octobre 2016 fixant les

alteres wlcroblologlques des denrées 3- Produits dc la Pedlc ct de 'aquaculture
alimentaires
: ; Plau Limites micrebiologiques
Catégories des denrées alimentaires _\hcro‘-orgaglsmes/ déchanullonmage (ufclg)
métabolites
i ¢ m M

Procuits de la piche 2t ce I'aquacultuze
fabriqués 3 partird'espéces de souisors | Histam:me 9 2 100 mg/kg | 200 mpikg
associés A une prande quantté d'hutidine (1)(2)

Produsts de la péche et de laquaculture ayant
subi un tras t de 100 0% v

dzns |a saumure, fabr.qués 3 partir d'espéces de | Histamme 9 2 200 me/kg | 400 mgkg
poissons associés 2 une yrande quantité

d'ustidine 4 I'exception de sauce de possson (1)

Sance de potsson pradure par termentation de

prodmite de 1a pache at ce I'nqmenltuse H:stamme 1 — 400 mg/kg
Germes aérobies 4 30 °C 5 2 10€ 107
Coliformes thermotolérants 5 2 10 102
Poissons. céphalopodes et mollusques crus -
(sauf mollusquss bivalves vivants) () Staphylocoques a coagulase +| 5 2 102 103
Salmorella 5 0 Absence dans 25 ¢

Figure :11 Critéres microbiologiques des denrées alimentaires
produits de peches (JORADP.2017).
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Résultats et discussion

1. Le rendement de I’extrait hydro-méthanolique, brut et nanoparticule P. oceanica

Le rendement de la matiere végétale de Posidonia oceanica dépend de sa structure
chimique, de la taille des particules constituant I'échantillon, du temps, des conditions de
stockage, ainsi que de la présence d'interférences (Smith et al., 2021). Dans notre cas, avant
de procéder a I'extraction, nous avons d'abord séché le matériel végétal a I'air libre et a I'abri
de la lumiére, conformément aux recommandations de (Lopez et Hernandez ,2019), afin
d'éviter la dégradation de certains composes phénoliques sous I'effet des hydrolases présentes
dans le matériel végétal frais.

Tableau 6 : Le calcul de rendement

Le rendement

Type d’extrait

Extrait hydro-méthanolique 13,5% 5%
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