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Résumé :

Nous avons éetudié et comparé les effets de I'antibiotique OTC « oxytétraccline » et de I'ail (Allium
sativum), utilisés comme antimicrobiens et immunostimulants, sur certains parametres physiologiques, la
performance de croissance, le taux de survie et les caractéristiques bactériologiques du tilapia du Nil
(Oreochromis niloticus). Ces Tilapia ont un poids total (Wt) qui varie (35 <wt (g) <117) avec une longeur
varie (13<Lt(cm) <18.5). ils ont été assignés a huit traitements, avec trois répétitions chacun. Les groupes de
traitement ont regu une quantité différente d'Allium sativum (0,3 ; 0,45 et 0,6g de régime) et de I’OTC
(0,1 ;10,25,50 et 100mg/l par balénation) ; le régime du groupe de contrble était exempt d'ail et d'antibiotique.
Les régimes contenaient également 32 % de protéines brutes et ont été administrés a raison de 3 % du poids
corporel vivant deux fois par jour pendant 30 jours. Les résultats ont montré que le poids final et le taux de
croissance spécifique (SGR) d'O. niloticus augmentaient de maniére significative avec des niveaux croissants
d'Allium sativum et de I’OTC. En terme de dominance (%) de 1’altération microbiologique est comme suit
tissus> branchie> intestin respectivement (57,14% ; 5,71% ; 7,14%). une nette prépondérance de
Staphylococus dans les intestins et les branchies respectivement(80% ; 60%), suivi par le genre Klebseilla
dans les tissus et branchies respectivement avec (25% ; 20%). L’antibiogramme (OTC), montrent une
hypersensibilité Klebsiella et S.aureus avec des diamétres d’inhibition respectivement [41 mm et 40 mm ].
L’ Aromatogramme 1’extrait d’Ail (Allium sativum), présente des diametres d’inhibition varie de [le régime
avec 0,3g présente, d’une part une sensibilité de taille de[ 12 mm - 20mm ] avec les souches de ( P. aeruginosa
et S.aureus E.coli, streptococus et entérobacter). la détermination de la CMI a montré que les concentrations
de I'extrait utilisés possedent une action moins inhibitrice de la croissance des souches testées par rapport a la
méthode de I'antibiogramme standard. Tous les niveaux d'Allium sativum et de I’OTC ont réduit au niveau de
la chair d’O.niloticus [ la flore totale aérobie mésophile (FMAT) et les coliformes thermo tolérent (CTT) et
aussi des staphylocoques . Notant 1’absence totale des salmonelles. ] et les Coliformes totaux et stréptocoques
au niveau de I’eau des aquariums. La Qualité sanitaire bonne, toutes numération bactérienne quelques
soit la thérapie est inférieure aux normes Algérienne la plupart des denrées alimentaires issues des produits
de la péche et de I’aquaculture. Conformément a la reglementation en vigueur (JORADP 2017). Nous pouvons
suggérer que l'ajout de 3 % d'Allium sativum au régime alimentaire des poissons peut favoriser la croissance,
réduire le nombre total de bactéries et améliorer la santé des poissons. Le dépistage de résidus d’antibiotiques
dans le foie, I’intestin, le muscle des tilapia traités par antibiotique (OTC) par la méthode microbiologique de
référence dite les quatre (04) boites, est POSITIF, cela veut dire qu’a ce stade les poissons par I’OTC sont
IMPROPRE a la consommation.Nos résultats ont prouvé ’efficacité du pouvoir antimicrobien des deux
régimes (OTC et extrait d’Ail « Allium sativum »). En revanche, en ce qui concerne la salubrité des denrées
alimentaires d’origine animale, la phytothérapie est tres indispensable pour la sauvegarde du bien étre animale
et la santé publique.

Mots Clé : Allium sativum, OTC, tilapia du Nil,qualité microbiologique, antibiogramme, detection de résidus
par voie microbiologique.
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Abstract:

We studied and compared the effects of the OTC antibiotic "oxytetracline” and garlic (Allium sativum), used
as antimicrobials and immunostimulants, on some physiological parameters, growth performance, survival
rate and bacteriological characteristics of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). These Tilapia varied in total
weight (Wt) (35 <wt (g) <117) with varying length (13<Lt(cm) <18.5). they were assigned to eight treatments,
with three replicates each. The treatment groups received a different amount of Allium sativum (0.3; 0.45 and
0.6g diet) and OTC (0.1;10,25,50 and 100mg/I per balenation); the control group diet was free of garlic and
antibiotic. The diets also contained 32% crude protein and were administered at a rate of 3% of live body
weight twice a day for 30 days. The results showed that the final weight and specific growth rate (SGR) of O.
niloticus increased significantly with increasing levels of Allium sativum and OTC. In terms of dominance
(%) of microbiological alteration is as follows tissues> gill> intestine respectively (57.14%; 5.71%; 7.14%).
A clear preponderance of Staphylococcus in intestines and gills respectively (80%; 60%), followed by the
genus Klebseilla in tissues and gills respectively with (25%; 20%). The antibiogram (OTC) showed Klebsiella
and S.aureus hypersensitivity with inhibition diameters of [41 mm and 40 mm] respectively. The
Aromatogram of Garlic extract (Allium sativum) showed inhibition diameters varying from [the 0.3g regimen
showed a sensitivity of [12 mm - 20 mm] with strains of (P. aeruginosa and S.aureus E.coli, streptococcus
and enterobacter). the determination of the MIC showed that the concentrations of the extract used have a
less inhibitory action of the growth of the tested strains compared to the standard susceptibility method. all
levels of Allium sativum and OTC were reduced in theflesh of O.niloticus [ total aerobic mesophilic flora
(FMAT) and thermotolerant coliforms (CTT) and also staphylococcus . Noting the total absence of
salmonella. Total coliforms and streptococci in aquarium water. The sanitary quality is good, with all
bacterial counts, whatever the therapy, below Algerian standards for most foodstuffs derived from fishery
and aquaculture products. In accordance with current regulations (JORADP 2017). We can suggest that the
addition of 3% Allium sativum to the fish diet can promote growth,reduce the total number of bacteria and
improve fish health. The detection of antibiotic residues in the liver, intestine and muscle of tilapia treated
with antibiotics (OTC) by the microbiological reference method knownas the four (04) boxes, is POSITIVE,
meaning that at this stage the fish treated with OTC are note health for human consumption. Our results
proved the effectiveness of the antimicrobial power of the two diets (OTC and "Allium sativum" garlic
extract). However, as far as the safety of foodstuffsof animal origin is concerned,phytotherapy is essential for
safeguarding animal welfare and public health.

Key words: Allium sativum, OTC, Nile tilapia, microbiological quality, antibiogram, residue detection
microbiologgy assays.
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AMU L'utilisation d'agents antimicrobiens
ATB :Antibiotiques.
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BMR - bactéries multi-résistantes

Bs :Bacillus subtilis.

CMI :Concentration minimale inhibitrice.
CTT :les coliformes thermo tolérent.

E. coli :Escherichia coli.

EP :Eau physiologique.

EPT :Eau peptone tamponnée.

FAO :Organisation des Nations Unies pour lI'alimentation et I'agriculture.
FMAT :Flore mésophile aérobie totale.
GN :Gélose nutritive.

HCI :Chlorure d'hydrogéne.

HE ‘Huile essentielle

H:0: :peroxyde d'hydrogéne.

JORA :Journal Officiel Algérie.

LMR :Limites maximales de résidus.

LT :longueur totale.

MH :Muller Hinton.

NaOH :Hydroxyde de sodium.

NPP :nombre le plus probable.

oTC :oxytétracycline.

PCA :Giolitti Cantoni, Plate Count Agar
pH :Potentiel hydrogene.
P.aeruginosa :Pseudomonas aeruginosa.

S. aureus : Staphycoloccus aureus.

SFB : Bouillon Sélénite- cysteiné.

SM :Solution mere.

TE :Tétracycline.



TSE :Tryptone sel eau.

TSI :Triple Sugar Iron.

UFC :Unité Formant Colonie.

VF :Viande foie.

VRBG :Gélose glucosée biliée au cristal violet et au rouge neutre.
WHO ‘World Health Organization.
WT : Poid totale.

Les unités de mesure :

ce :Degré Celsius

C :Centimetre.

g :gramme.

Kg :Kilogramme.

mg :milligramme.

mi ‘millilitre.

mm :millimétre.
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Au niveau mondial, I'aquaculture (marine et d'eau douce) reste I'un des secteurs de
production alimentaire a la croissance la plus rapide, avec le potentiel le plus élevé pour aider
les pécheries de capture marines et continentales a répondre a la demande mondiale d'aliments
aquatiques (FAO, 2016) .

Dans I'aquaculture en eau douce, les tilapias (til ah pe ah) sont signalés comme étant
le deuxieme groupe le plus important de poissons d'élevage, juste apres les carpes (Waite et al.,
2014). L'impressionnante production mondiale de l'aquaculture est le résultat d'une large
adoption de systéemes 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 densité 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., 2013a), 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 systemes 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 systemes 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 uniquement motivée par le profit et non durable, car
ils entrainent plusieurs autres contraintes telles que la résistance des poissons aux médicaments
pathogénes, I'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). Aujourd'hui, la nécessité de remplacer les antibiotiques et autres
produits chimiques synthétiques par des compléments alimentaires ou des ingrédients capables
de renforcer la santé des poissons, d'améliorer leur croissance, leur capacité d'utilisation des
aliments et, en fin de compte, d'assurer la sécurité et la bonne qualité des produits issus de

I'aquaculture devient de plus en plus vitale.



Introduction Générale

Au cours des deux dernieres décennies, le nombre de recherches a augmenté avec des
conclusions communes selon lesquelles les extraits de plantes médicinales ont le potentiel
d'éradiquer I'utilisation de produits chimiques synthétiques tels que les antibiotiques et autres
médicaments chimio-thérapeutiques en aquaculture. Les extraits de plantes médicinales se
distinguent comme des alternatives potentielles aux médicaments synthétiques en aquaculture
car ils fournissent des métabolites biologiquement actifs utiles avec divers avantages tels que
la modulation immunitaire (Zanuzzo et al., 2015 ; Yang, et al., 2015 ; Yilmaz, & Ergun, 2018 ;
Yilmaz, 2019a,2019b), des effets stimulant la croissance, antioxydant, antidépresseur, digestif,
appétitif (Zhang et al., 2010 ; Mahdavi et al., 2013; Gabriel et al., 2015) et des effets
hépatoprotecteurs (Yilmaz, et al., 2015 ; Yilmaz et al., 2014), s'ils sont correctement
administrés. Une autre raison est que les extraits de plantes médicinales sont facilement
disponibles, peu colteux et ont tendance a étre plus biodégradables que les médicaments
synthétiques (Olusola et al., 2013 ; Reverter et al., 2014).

Récemment, de nombreuses études ont été consacrées a l'utilisation potentielle
d'extraits de plantes médicinales en aquaculture (Bulfon et al., 2013 ; Reverter et al., 2014 a et
b ; Van Hai, 2015). Cependant, trés peu d'études ont examiné I'efficacité des extraits de plantes
médicinales en se concentrant sur une espéce de poisson spécifique. Les revues qui se sont
concentrées sur des especes de poissons spécifiques comprennent des études sur I'efficacité des
prébiotiques chez les carpes (Dawood & Koshio, 2016), Sparus aurata et Dicentrarchus labrax
(Carbone &Faggio, 2016). A ce jour, aucune étude n'a examiné spécifiquement les études sur
les extraits de plantes médicinales chez I'espéce tilapia (I'un des poissons les plus importants
de l'aquaculture en eau douce), malgré de nombreuses études expérimentales (Yilmaz et al.,
2012 ; Bulfon et al., 2013 ; Yilmaz et al., 2013 a et b; Gillu et al., 2016 ; Gultepe et al., 2014 ;
Gurkan et al.,2015 ; Acar et al., 2015 ; Baba et al., 2016; Mo et al., 2016), a I'exception de
(Gabriel et al., 2015). Cependant, ces derniéres se sont limitées aux effets d'inversion sexuelle
des extraits de plantes dans les systemes de production de tilapia. Il s'agit donc de la premiéere
étude a examiner de maniere critique I'efficacité des extraits végétaux en tant que stimulateurs
de croissance, appétissants, antioxydants, antidépresseurs, immunostimulants et agents
d'inversion sexuelle dans I'élevage du tilapia. Cette étude a également examiné les lacunes dans
les connaissances existantes et la voie a suivre pour l'utilisation d'extraits de plantes
médicinales dans l'aquaculture du tilapia, car leur utilisation peut étre une stratégie durable et

faisable pour le succés de la culture du tilapia en particulier et de I'aquaculture en général.
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Dans de nombreux pays, le poisson est consommeé et considéré comme une bonne
source de protéines alimentaires. Les poissons fournissent des protéines essentielles de haute
qualité. Selon la (FAO, 2007), le poisson est la source unique la plus importante de protéines
de haute qualité, fournissant environ 16 % des protéines animales consommées par la
population mondiale. En Afrique, le poisson constitue environ 17% des protéines animales
consommees (Allison et al.,2009). Le poisson a des valeurs nutritionnelles telles que la faible
teneur en graisses saturées et une bonne source d'acides gras essentiels, les acides gras oméga-
3 qui ne peuvent pas étre synthétises par le corps humain. Le poisson est connu pour sa faible
teneur en de cholestérol et sont tres digestes, ce qui fait qu'ils conviennent aux nourrissons, aux
enfants, et les personnes agées. Il est relativement bon marché par rapport a d'autres produits
carnes tels que le beeuf et la volaille ; il est donc plus abordable pour la plupart des gens.

En Algérie, une opération de financement de 1.000 projets au profit des investisseurs
dans le domaine de l'aquaculture, plus précisément I'élevage de Tilapia rouge, a été lancée
mardi a Alger par la Chambre algérienne de la péche et de I'aquaculture (Capa) et I'Agence

nationale d'appui au développement de I'entrepreneuriat (Anade). (Belakri N., 2023).

La Tilapiculture a recourt aux médicaments vétérinaires a savoir les antibiotiques
et les hormones. L’antibiothérapie demeure incontournable dans les élevages aquacoles et
piscicoles pour limiter I'impact économique des bactérioses (Hernandez Seranno, 2005 ;
Kimmerer, 2009). Les antibiotiques sont utilisés a titre préventif pendant les phases critiques
(stades précoces, transferts des poissons) mais aussi chez des animaux en croissance (Nicolas
et al.,, 2007). Il a été démontré que quelques antibiotiques, tel que la flavomycine,
L’oxytetracycline et le florfenicol, ont été également utilises comme des promoteurs de

croissance chez le tilapia (He etal., 2010 ; Redaet al., 2013).

L’antibiothérapie est incriminée dans [’émergence de nouvelles souches
bactériennes trés résistantes en influencant la flore intestinale et en modifiant sa composition
par inhibition sélective de composants déterminés, ou par sélection des micro-organismes
résistants (Maghuin-Rogister, 2002). Le secteur aquacole génére une antibiorésistance croisée,
ce qui alarme et préoccupe les thérapeutes humains (Rolain, 2013). Les résidus d’antibiotiques
peuvent aussi présenter des risques technologiques au niveau de la production alimentaire
(Sanz et al., 2010) et avoir un impact polluant sur I’environnement (Armstrong et al., 2005 ;
Eurin et al., 2005).
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Aujourd'hui, le développement et la propagation de la résistance aux antimicrobiens
sont devenus un probléme mondial de santé publique qui est influencé par I'utilisation humaine
et non humaine des antimicrobiens (OIE/FAO/OMS 2022). Il est généralement admis que toute
utilisation d'agents antimicrobiens peut conduire a I'émergence de micro-organismes résistants
aux antimicrobiens et favoriser la dissémination de bactéries resistantes et de génes de
résistance (OIE/FAO/WHO 2020). En outre, les genes de résistance ne respectent pas les
frontieres phylogénétiques, géographiques ou écologiques. Ainsi, I'utilisation d'antimicrobiens
dans un domaine, tel que l'aquaculture, peut avoir un impact sur la situation de la résistance
dans un autre domaine, tel que la médecine humaine, et les problémes de résistance dans un

pays peuvent s'étendre a un autre pays.

L'utilisation d'agents antimicrobiens (AMU) dans l'aquaculture peut entrainer une
augmentation de la prévalence des bactéries résistantes (BMR) qui peuvent étre transmises a
I'nomme et causer des infections chez ce dernier. Cette propagation directe de la résistance de
I'environnement aquatique a I'nomme peut se produire en raison (1) de la consommation de
produits alimentaires issus de I'aquaculture ou de I'eau de poisson, et (2) du contact direct avec
I'eau ou les organismes aquatiques, ou de la manipulation de produits alimentaires issus de

I'aquaculture. Ces bactéries comprennent

)1(Aeromonas spp. mobiles, Edwardsiella tarda, Escherichia coli, Plesiomonas
shigelloides, Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus et V.
vulnificus (liste alphabétique)< (WHO, 2018).

(2) Aeromonas mobiles, Erysipelothrix rhusiopathiae, Mycobacterium marinum,

Streptococcusiniae et Vibrio vulnificus (WHO, 2018).

Le developpement et la propagation de la résistance aux antimicrobiens a la suite d'une
exposition a des agents antimicrobiens sont largement documentés en médecine humaine et
vétérinaire. Il est également bien documenté que les pathogenes des poissons et les bactéries
aquatiques peuvent développer une résistance a la suite d'une exposition aux antimicrobiens
(Serum 2006). Les exemples incluent Aeromonassalmonicida, Aeromonas hydrophila,
Edwardsiella tarda, Citrobacter freundii, Lactococcusgarviae, Yersinia ruckeri,
Photobacterium damselae subsp. piscicida, Vibrio anguillarum, Vibrio salmonicida,
Photobacterium psychrophilum et Pseudomonas fluorescens. Par exemple, Aeromonas
salmonicida, qui provoque des maladies chez les poissons des régions tempeérées et froides,

développe facilement une résistance (BMR).
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L'oxytétracycline (OTC) est un antibiotique couramment utilisé pour le traitement
des maladies des poissons telles que la furonculose, la vibriose, I'ichtyothériose, la fievre
entérique et la maladie des colonnes. Nushaum et Shotts (1981) ont signalé que I'OTC est tres
utile pour contréler le complexe Ameromonas hydrophila, A. salmonicida, les organismes de

type flexibacter-columnaris et Pseuaomnas fluorescens.

Les tétracyclines sont un grand groupe d‘antibiotiques a large spectre qui comprennent
I'oxytétracycline et la doxycycline. Les tétracyclines sont largement disponibles en raison de
leur prix bon marché et efficacité dans le traitement de plusieurs maladies infectieuses. Les
oxytétracyclines sont considérées comme les antibiotiques les plus prescrits dans de nhombreux

pays africains, dont I'Egypte (Darwish et coll. 2013 ; Alsayegh et al., 2021).

Dans certaines parties du monde comme I'Extréme-Orient, le poisson est consommé
brut. Cependant, en Algérie le poisson est d'abord traité thermiquement par différentes
méthodes, notamment la poéle, le gril ou le micro-ondes (Morshdy et al. 2019). D'autre part,
les effets de diverses méthodes de cuisson sur les résidus de tétracycline dans le poisson sont

moins bien compris.

Allium sativum a été utilisé comme stimulateur de croissance chez O. niloticus (Diab
et al. 2018), chez qui il a augmenté le gain corporel, la prise alimentaire et I'efficacité
alimentaire (Abdelatif et al., 1996). 1l s'est avéré qu'il avait un large spectre d'activités contre
les agents bactériens (Gram-positifs et Gram-négatifs) étudiés in vitro et in vivo (Abdelatif et
al., 1996)et qu'il avait la plus grande activité antihelminthique. L'ail haché, associé a d'autres
extraits biologiques (Bio-Gamma mix), peut étre prophylactique contre la plupart des
pathogenes des poissons (He et al., 1994). En outre, en tant que remede a base de plantes, il
réduit une multitude de facteurs de risque qui jouent un réle décisif dans la genése et la
progression de l'artériosclérose (Sigel et al., 1999). Allium sativum diminue le cholestérol total
et les lipoprotéines de faible densité (LDL-C), tout en réduisant la pression artérielle (Adler et
al., 1997). La consommation de sa poudre peut supprimer la croissance des bactéries anaérobies

et de la plupart des bactéries Gram négatif et positif (martin et al., 2003).

Dans ce contexte, Le présent travail a pour objectif principal, ’utilisation d'autres produits
naturels, tels que I'ail, qui a le méme effet que les tétracyclines. Cette étude a donc été réalisée
pour comparer les effets de I'Allium sativum, en tant qu'antibiotique, et de la tétracycline sur

les performances de contréle de qualité alimentaire, la croissance bactérienne dutilapia du Nil.
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1. Les souches bactériennes :

1.1. Klebsiella :

Les bactéries appartenant a I’espéce Klebsiella pneumoniae sont des bacilles & Gram négatif,

immobiles, diplobacilles généralement capsulées, non sporulées, anaérobies facultatifs (El
Fertas-Aissani,2012).

1.2. Staphylococcusaureus:

S. aureus est une bactérie a Gram positif, en forme de coque de 0,5 a 1,5 um de
diametre, il généralement est isolé ou groupé en diplocoques, le plus souvent en amas (en
grappe de raisin) (Lowy, 1998 ; Le Loir et al., 2003 ; Yves et MicheL, 2009 ; Landgraf et
Destro, 2013). Les S. aureus sont anaérobies facultatifs, certaines espéces sont aérobies strictes,
leur croissance est plus rapide et plus abondante en conditions aérobies qu’en conditions
anaérobies (Sutra et al., 1998) asporulés (Le Loir et al., 2003 ; Landgraf et Destro, 2013),

chimio-organo-trophes et non mobiles (Landgraf et Destro, 2013).

1.3. Streptocoque:

Les streptocoques sont des bactéries a Gram positif se présentent sous I’aspect de
Cocci ovalaires ou sphériques de diametre inférieur a 2 mm et se sont des bactéries immobiles,
a sporulés, catalase et oxydase négatifs, aéro-anaérobies facultatifs et sont groupés en

diplocoques ou chainettes plus au moins longues (de 2 a plus de 50 Cocci) (Vos etal., 2011).

1.4. Escherichia coli :

Caracteres morphologiques Bacille a bout arrondi, Gram négatif, mesure
approximativement 2 a 4 um de longueur sur 0.6um de largeur, ne possédant ni capsule ni
spores, elle se présente isolée ou en courtes chainettes, et en quelques cas, sous forme de trés
longs filaments. Pourvu de cils, elle est généralement mobile grace a une ciliature péritriche
mais cette mobilité est trés variable selon le milieu ou la souche a été ensemencée. (Bey F.
(2009); Hart T., Shears P. (1999).
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1.5. Bacillussubtilis :

Les biofilms bactériens ont été caractérisés en partie grace aux études effectuées sur
I’organisme modéle Bacillus subtilis, une bactérie a Gram positif ubiquitaire du sol. Cette
bactérie posséde I’avantage d’avoir un génome entiérement sequence, et est facile & manipuler
génétiquement, ce qui favorise la compréhension des genes impliqués dans la formation de
biofilm (Zhu et Stiilke, 2018).

1.6. Enterobacter:

Le genre Enterobacter appartient a la famille des Enterobacterales. Ces anaérobies
facultatifs a Gram négatif, positifs & I’ornithine décarboxylase, mesurent environ 2 mm de long
et sont mobiles en raison de la présence de flagelles péritriches (Grimont et al., 2006). Certaines

espéces sont non-mobiles (Ristuccia & Cunha, 1985).

2. Les antibiotiques :

Un antibiotique est une substance antibactérienne d’origine biologique, c'est-a-dire
produite par des micro- organisme (champignon microscopiques et bactérie) ou de synthése
chimique et qui est capable d’inhiber spécifiquement la vitalité d’autre microorganisme par un
mécanisme particulier jouant sur les mécanismes vitaux du germe, (Gogny et al, 2001) ; (Morin
et al, 2005) ; (Gauthier, 2006) ; (Anonyme 7 d, 2008).

2.1. Les tétracyclines :

Comme leur nom 1’indique, les tétracyclines (TC) possédent une structure chimique
commune composeée de quatre cycles hexacarbonés fusionnés en ligne, elles ont été découvertes
pour la premiére fois en 1945 (Chopra, et al., 2001), et depuis elles sont utilisés dans le controle

infections bacteriennes chez les animaux et chez les humains (Victoria et Samanidou ; 2005).

Les tetracyclines sont utilisées de facon importante depuis les années 50, les
mécanismes responsables de leur action inhibitrice ne sont pas entierement connus. Cependant,
il semble établi qu’une fois dans le cytoplasme, elles inhibent la synthése protéique en se fixant
sur la structure cible, un site localisé sur la sous-unité 30S des ribosomes pour lequel elles

présentent une grande affinité.
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2.2. Mode d’action des antibiotiques :

Les antibiotiques agissant sur les mécanismes essentiels a la vie de la bactérie :
réplication, transmission, synthése protéique, métabolisme intracellulaire et maintient de

I’intégrité membranaire (Dockrell et al, 2004), il y a l'antibiotique agit sur les :

Antibiotiques actifs sur la paroi bactérienne,

Antibiotiques actifs sur les membranes,

Antibiotiques actifs sur la synthese protéigue,

Antibiotiques actifs sur le métabolisme des acides nucléiques,
Antibiotiques actifs sur la synthése de I’acide folique.

VVVYVYY

2.3. Usage des antibiotiques en médicine vétérinaire :

Les ATB peuvent étre utilisés de 3 manieres :

-les ATB sont utilisés a titre thérapeutique curatif. L’objectif est d’obtenir la guérison

desanimaux cliniquement malades et d’éviter la mortalité.

- lorsqu'une infection collective et trés contagieuse se déclare dans un élevage avec
de grands effectifs et évalué sur un mode aigu, avec suffisamment d’élément concordant pour

incriminer une bactérie, I’ensemble de groupe d’animaux est traité.

-Les ATB peuvent, étre administrer a des périodes critiques de leur vie, sur des
animaux soumis a une pression de contamination réguliére et bien connu, aprés controle de la

nature de I’infection par des examens de laboratoire.

2.4. Résistance des antibiotiques :

C'est un phénomene général observé pour toutes les especes bactériennes rencontrées
chez I'nomme. Les bactéries ont un grand pouvoir d'adaptations qui leur permet d'acquérir de
nouvelles propriétes, leur permettant de résister aux antibiotiques (Rougeaux, 2014). On
distingue :

= La résistance naturelle: Elle concerne toutes les souches d'une espéce bactérienne
et préexiste a l'usage des antibiotiques. Cette résistance est chromosomique et a un caractére
permanent transmissible aux cellules filles lors dela réplication bactérienne (Rougeaux, 2014).

= La résistance acquise: Elle ne concerne qu'une partie des souches d'une espece
bactérienne normalement sensible et apparait a la suite de l'utilisation des antibiotiques.
L'acquisition d'un nouveau mécanisme de résistance résulte ; soit d'une mutation survenant sur
le chromosome bactérien, soit de l'acquisition d'une information génétique provenant d'une

bactérie deja résistante (Rougeaux, 2014).
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3. Les résidus d’antibiotique :

Les résidus d’antibiotique sont définis comme tout substance pharmacologiquement
actives qu’il s’agissant des principes active, d’excipients ou de produit de dégradation, ainsi
que leurs métabolites restants dans des denrées alimentaires obtenu a partir d’animaux auquel
le médicament vétérinaire en question a été administrer (article 1, point 1, du reglement (CEE)
n° 2377/90), (Milhaud et Pinault, 1999) ; (Mevius. et al, 1999).

3.1. Les risques présentes par les résidus d’ antibiotiques :
Les résidus d’antibiotique présents dans les viandes ont pour origine un traitement
médicamenteux (antibiotique) recu par I’animal. Leur présence dans les muscle et/ou certain

tissu de I’animale dépend des caractéristique pharmacocinétiques du médicament administrer

Ainsi que de la vois d’administration (Stoltz, 2008). Ils peuvent étre a 1’origine de

certains effets.

3.2. Méthode microbiologique :

Les dosages microbiologiques des antibiotiques sont basés sur I’inhibition de la
croissance bactérienne. lls utilisent la sensibilité de certaines souches bactérienne vis-a-vis d ’un

ou de plusieurs antibactériennes (Myllyniemi et Toldra, 2008).

3.2.1. Méthode de référence : méthode des quatre boit :

Cette méthode est réalisée ou moyen de boites de pétrie contenant une gélose
ensemencee avec I'un de ces deux souches : Micrococcus luteus et Bacillus subtillus. Les zones
d’inhibition dépourvues de colonies bactérienne auteur des points de dépots des échantillons

sont révelatrices de la présence d’antibiotiques (Kirbis, 2007).

4. L'ail (I'Allium Sativum)

4.1. Présentationde I’ ail (I'Allium Sativum) :

L’ail est un plant aromatique connu depuis 1’antiquité. Bien que de nos jours elle soit
principalement utilisée saveur pour ses vertus culinaires. En prétant sa saveur piquante a divers
mets, on lui a attribué diverses fonctions au cours du temps. Bon nombre de propriétés
pharmacologiques et thérapeutiques lui sont encore aujourd ’hui attribuées. Il est intéressant de
revenir sur son histoire pour comprendre 1’origine de ces croyances, mais aussi d’observes ce

que la science a pu mettre en évidence (Najjaa et al, 2011).
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4.2. Effets thérapeutiques de1’ail :

L’ail est sans doute I’'un des légumes les plus anciennes domestiqués par les humains,

qui est aussi utilisée dans la médecine traditionnelle pour ces propriétés recherchées.

Pour ce dernier usage I’ail a attiré 1’attention de nombreux chercheurs, dont ils se sont

servis aussi bien pour se soigner que pour se nourrir (Tahri et al, 2007).

4.3. Effet antimicrobienne:

Dans les années 1990, de nombreuses études scientifiques ont porté sue les
différents effets thérapeutiques attribués a 1’ail. Les recherches ont permis de démontrer que
’allicine serait responsable du pouvoir antimicrobienne de I’ail, principalement sur les
Entérobactéries et sur certains Streptocoques et Staphylocoques. Il est donc couramment
conseillé pour lutter contre les troubles digestifs. L utilisation d’ail comme antibactériennes

naturel dans des préparations tomates a également été proposée.
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4 4. L huileessentielle d'Allium Sativum :

L’HE d’Ail est extraite a partir des bulbes. Sa composition chimique montre qu’elle
Contient des composés organosoufrés dominants comme composants. Cependant le contenu est
diversifié, entre les huiles d'Ail du Mexique, de France, d'Egypte, de Turquie et de Chine avec
les composés suivants : sulfures d'allyle, de méthyle et de diallyle ; disulfures d'allyle, de
méthyle et d'alkyle ; diméthyle, allyle, méthyle et les trisulfures de diallyle. Les différentstypes
d'huiles peuvent donc avoir une teneur significative en trisulfures de diallyle, tant sur le plan
qualitatif que sur le plan quantitatif (Krzysko-tupicka et al, 2020).

HE d'Ail est une huile complémentaire, aux nombreuses propriétés, elle nécessite un
Usage en trés petites quantités avec des grandes dilutions contre la colique et les infections
Intestinales. Elle est recommandée dans les cultures biologiques et entrant dans des
Compositions parasiticides. Cependant HE d'Aiil reste peu ou pas utilisée dans les recettes de

Beauté ni en parfumerie et jamais de frictions avec elle-méme si diluées (Grosjean, 2011).

11
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1. Matériels
1.1. Matériel vegétal

L’ail utilisé dans cette étude a été acheté au marché sous forme de bulbes fraiches et
il provenait de la région d'EL harrouche de Skikda (Algeérie), il a été conserve dans des

conditions ambiantes (endroits aérés et a 1’abri de la lumiére).

1.2. Matériels biologiques

1.2.1. Poissons vivants "Tilapia"

Les individus de Tilapia ont été récupérer vivant en mois de février 2023 de la ferme
aquacole AQUA 1ZAK wilaya de Biskra et Jijel, Algérie. (Fig. 1).

Figure 1 : l'arrivée des echantillons au laboratoire (a droite cliché personnelle).

1.2.2. Souches bactériennes

Six (06) souches de références (ATTC) ont été utilisée : Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella, Entérobacter (Gram négatif), Staphylococcus aureus,
Streptococcus et Bacillus (Gram positif). Elle en été fournies par le laboratoire de

bactériologie privé, ou elles y ont été isolées et identifiées.

1.2.3. Materiels de laboratoire
. Milieux de culture et réactifs :

Milieux de culture (Chapman, Hektoen, Chromagar, Gélose glucosée biliée au cristal
violet et au rouge neutre (VRBG), viande foie (VF), Giolitti Cantoni, Plate Count Agar (PCA),
eau physiologique (EP), eau peptone tamponnée (EPT), bouillon SFB, Chlorure d'hydrogéene
(HCI), Hydroxyde de sodium (NaOH).
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. Mateériel de stérilisation : Etuve, incubateurs a 30°C, 37°C et 44°C, autoclave, bain
marie bec bunsen.

. Verrerie : boites de pétri, tubes a hémolyse, tubes a essais, pipettes pasteur,
éprouvettes, bécher.

. Materiel pour la coloration de Gram : lame, lamelle, violet de Gentiane, la
fushine, Lugol, alcool, eau distillée.

. Test catalase : Eau oxygénée et lame.

» Divers : balance de précision, pinces, ciseaux, microscope optique, anse de platine

...etc.

2. Méthodes

2.1 Travaux réalisés au laboratoire

2.1.1. Aquari-experimentale

A I’arrivée des poissons au laboratoire (SN'V- université du 20 aolt 1955-Skikda), les
poissons sont maintenus vivants dans des bacs larges (Photo-période) pour une acclimatation
et anti-stress des bio-essaies pendant 24h, en assurant I’oxygénation continue a 1’aide des

barboteurs électriques.

—

Figure 2: conservation des poissons vivant au laboratoire (a droite cliché personnelle).

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 que nous parvenions a ajuster leur nature appropriée.

Apres ’acclimations des Bioessaies, En premier lieu, nous avons réalisé suit

1. Un contr6le macroscopique quotidien des poissons d’aquarium
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2. Les différentes mensurations (biométrie, taille, Poids, sex) et Réaliser
3. Un prélevement quotidien des parametres physico-chimiques de I’eau des
aquariums

4. Un Diagnostic de la flore bactériologique Initial

et en deux lignes paralléles, la premiére ligne est le
« circuit ferme » (Fig. 3) avec cing aquarium (A,B,
C, D, E) (n=10 *5) ou nous avons soumis nos
Bioessaie Chimiothérapie (par I’oxytétracycline
OTC )a cing doses pour chacun aquarium ( 0.1, 10,
25, 50 et 100 mg/l). Au méme moment nous avons
exposé trois (3) autres aquarium s (n= 5*3) a une
phytothérapie, par l'extrait de l'ail a différentes
concentrations (0,3, 0,45 et 0,6 g) pour les
aquariums (F, G, et H). Tout en gardant un '
aquarium témoin, la durée totale d’exposition est de

28jours notre équipe s’intéresse uniquement aux

analyses microbiologiques.

Figure3 : Aqua-expérimentale au
laboratoire SNV université du 20 ao(t
Au cours de I’expérimentation, NOUs avons 1955 skikda(photos personnelles).

réalisé :

Contrdle de qualité microbiologique de I’eau des aquariums.
Contr6le de qualité microbiologique des bio essaies.

L’aromatogramme

> won ke

L’antibiogramme.

2.1.2. Caractéres morphométries et pondeérales
Les mesures ont été prises a I’aide d’un Ichtyo-metre. Les mesures suivantes ont été prises

pour chaque animal (Fig.4) :
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- Longueur Totale (LT) : mesure de la distance entre I’extrémité craniale du museau et
I’extrémité caudale de 1’un des lobes de la nageoire caudale. Pour cette mesure, la carpe
doit étre disposée en extension, appareil buccal protracteur en extension ;

- Longueur Standard (LS) : mesure de la distance entre I’extrémité craniale du museau et
I’extrémité du pédoncule caudal ;

- Hauteur Maximale du corps (HM) : mesure entre le contour dorsal et le contour ventral
du corps. La carpe est disposée de profil et la mesure se réalise perpendiculairement a
I’insertion du premier rayon de la nageoire dorsale ;

- Hauteur minimale du corps (Hm) : mesure de la largeur du pédoncule caudal de 1’animal

- Tronc (TRC) : mesure entre la base de 1’opercule jusqu’aux papilles génitales. Un
ensemble de mensuration sur les caractéres morphologiques et de prises de poids ont été

effectuées.

Les poids ont été effectuées par une balance de précision, Il s’agit du Poids total (Wt)

Figure 4: Differentes mensurations faites sur tilapia Oreochromis niloticus ( cliché
personnelle).

2.2. Extraction

2.2.1 Préparation du materiel végétal

Avant de commencer I'extraction nous avons procédé a macérer le matériel végétale
(Allium sativum) dans le solvant : Ethanol, la durée de macération est de 48 heures. Apres
filtration sur papier Wattman, le solvant est évaporé au Rotavapor, et séché dans I'étuve & 40°C
pendant 48 heures (Fig.5) (Derabla Cherifa et Zamouche Amel, 2016) .
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2.2.2. Principe de rotavapor

Le principe de rotavapor est sur la distillation du macérat sous vide. Le mode d'emploi
de cet appareil est le suivant (http://www.lachimie.fr/materiel/evaporateur.php) (Consulter et

rédiger par Rihane et Benlahreche, 2013) :

e Placer le macérat a évaporer dans le ballon d'évaporation ;

e Mettre ensuite le ballon d'évaporation sous rotation ;

e Ouvrir le robinet d'eau froide relier au refrigérant ;

e Fermer ensuite la vanne reliant le montage a la pression extérieure (vanne de
fermeture) et faire le vide a I'intérieur de I'appareillage a lI'aide d'une trompe a eau

e Sil'évaporation n'est pas assez rapide, plonger le ballon d'évaporation contenant le
macérat a évaporer dans le bain marie d'eau chaude ;

e Procéder a I'évaporation jusqu’a disparition compléte du solvant ;

e Ouvrir la vanne de fermeture pour remettre la pression atmosphérique a l'intérieur
du dispositif

e Enfin, couper I'eau du réfrigérant et de la trompe a eau.

Figureb : Process de I'extrait de I'Ail (Laboratoire Hall
technologique-Univ 20 aolt 155 Skikda),(photos personnelles).

2.3. Echantillonnage et analyse bactériologique

2.3.1. Poisson (branchies, intestin, peau)

Des filets ont été utilisés pour prélever des échantillons de poissons dans les différents
étangs. Trois (03) Tilapias vivants ont été choisis au hasard pour les études. Aucun des poissons
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échantillonnés ne présentait de Iésions macroscopiques, ils ont donc été considérés comme
cliniquement normaux. Les poissons ont été disséqués de maniére aseptique a l'aide de Kits de
dissection.

Des échantillons ont été prélevés sur la peau, les branchies et l'intestin de Tilapia. Les
échantillons de peau ont été obtenus en macérant aseptiquement 1cm de peau dans 10 ml d'eau
distillée (O.B. Adedeji et al, 2011). Les branchies et les intestins ont été obtenus comme décrit
par Uddin et Al-Harbi (N. Uddin et A.H. Al-Harbi, 2012). 1g de chaque échantillon a été
mélangé a 10ml de peptone stérile a 0,1%. Des dilutions appropriées de I'échantillon ont été
effectuées (10-1a 10-3) avec de I'eau peptonée stérile. (Fig. 6)

Apres la dilution nous avons fait I'ensemencement sur des boites de pétri colée avec
milieu gélosé (GN, Hektoen, et Chapman). Les boites de pétri ont été incubées a 37°C pendant
24 4 48 heures. (Fig.6).

Figure6 :Analyses bactériologiques des bio essais (Laboratoire Hall
technologique-Univ 20 ao(t 155 Skikda, photos personnelles ).

i

2.3.2. L’cau des aquariums

L'eau de l'aquarium a été recueillie dans des bouteilles en verre stériles Les
échantillons ont été dilués de maniére appropriée (102 103) avec de I'eau peptonée stérile
(Tivkaa Joseph Amande et al., 2013). Apres la dilution nous avons fait I'ensemencement sur
boite de pétri coulée avec milieu gélosé (GN, Hektoen et Chapman) et incubées a 37°C pendant
24 4 48 heures.
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2.3.3. Identification des bactéries sélectionnées

2.3.3.1. Identification macroscopique

C'est une description directe faite sur boites d'isolement, permettant au moins une
distinction des souches les uns desautres afin de les purifier. Elle permet de déterminer I'aspect
macroscopique des colonies (forme, aspect, couleur, contour, taille, etc.) (Badis et al, 2005).
L'identification macroscopique des bactéries se fait aprés leur croissance sur milieu GN et leur
incubation a 45°C pendant 24 h.

2.3.3.2. Identification microscopique

L'observation microscopique s'effectue a I'aide d'un microscope optique

e Coloration de Gram

La coloration de Gram est basee sur la différence de perméabilité des bactéries a
I'alcool donc sur leur capacité a retenir dans leur cytoplasme et leur paroi, un colorant primaire
qui est le violet de Gentiane. Cette divergence est liée a une différence de produit chimique des
parois cellulaire entre deux grands groupes de bactéries : bactéries & Gram négatifs et bactéries
a Gram positifs, celle qui sont décolorées et prennent ensuite la couleur d'un second colorant
qui est le fuschine sont dites a Gram négatifs (Camille, 1998 ; Camille et Bernard, 2003 ;
Lansing et al., 2003).

La coloration de Gram se fait comme suit (Delarras, 2007) (Fig.7) :

La lame contenant le frottis est recouverte par pendant 1 minute par le violet de
Gentiane, puis rincé a I'eau distillée. Le lugol est ensuite versé pendant 1 minute et rincé a I'eau
distillée ; la lame est ensuite décolorée par l'alcool a 95/ entre 15a 30 secondes puis rincé a

I'eau distillée.

On ajoute apreés la fuschine pendant 10 a 30 secondes et rincé a I'eau distillée. La lame
est séchée sous la flamme du bec bunsen. L'observation est faite au microscope optique a

I'objectif X100 a immersion.

Les bactéries colorées en violet sont des bactéries a Gram positif (+) et les bactéries

colorées en rose sont des bactéries a Gram négatif (-) (Delarras, 2007).
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Figure 7 : Coloration de Gram (Photos prise laboratoire Hall technologique-Univ 20 aolt 155
Skikda).

2.3.3.3. Identification sur milieu Chromagar
Apres la purification des résultats préliminaires nous avons ensemencé une colonie

bien isolée et purifie dans le milieu Chromagar.

C'est un milieu Chromagénique qui nous permet d'identifier les souches selon la

couleur des colonies.

2.3.3.4. Test biochimique

e Testde Catalase
Il s'agit de la recherche de la catalase, enzyme responsable de la décomposition du
peroxyde d'hydrogéne (H-0O-) produit par la souche. Son principe consiste a mettre en contact
une colonie de l'isolat en présence d'eau oxygénée. Une effervescence due a un dégagement

gazeux traduit la présence de cette enzyme (Joffinet Leyral, 2006 ; Tankeshwar, 2013).

2.4. Test de l'activité antibactérienne

2.4.1. Les souches testées

Les tests de 1’activité antibactérienne ont été réalisés au niveau de laboratoire de
microbiologie (SNV-université du 20 aolt 1955-Skikda).

Les germes qui ont testés pour déceler I’activité antibactérienne de [I’extrait
éthanolique de I’ail sont les suivants : Escherichia coli, pseudomonas aeruginosa,
staphylococcus aureus, streptococcus, Klebsiella et entérobacter.

2.4.2. Etude de la sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme)

e Principe
La méthode de diffusion ou antibiogramme standard. Des disques d’antibiotiques a
tester sont disposés a la surface d’une gélose Mueller Hinton préalablement ensemencée avec
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une culture pure de la souche a étudier. Dans I’application des disques, les antibiotiques
diffusent de maniére uniforme si bien que leurs concentrations sont inversement

proportionnelles a la distance du disque (Roland, 2006).
e Méthode

- Préparer une suspension bactérienne (& partir d'une culture jeune de 18 heures), prélever
au moins 03 colonies et émulsionner dans 05 ml d’eau physiologique stérile. Bien
homogénéiser la suspension bactérienne (CA-SFM, 1998).

- Le milieu utilisé est le Muller-Hinton coulé dans une boite de pétri de fagcon uniforme
et jusqu’a une épaisseur de 4mm (Roland, 2006).

-L’ensemencement par écouvillonnage (méthode de Kirby-Bauer) :

e Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et laisser s'imbiber.

Le sortir du tube en I'essorant doucement sur la paroi.

e Ensemencer la boite de Mueller-Hinton dont I'épaisseur de la 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 I'inoculum (Fig.08).

e Laisser sécher les boites pendant 15 a 20 minutes (CA-SFM, 1998).

e Appliquer les disques a l'aide d'une pince préalablement flambée, en appuyant
Iégerement. 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 utiliser
directement porte disque d’antibiotiques. Incuber les boites a 37°C pendant 24 heures,
couvercle en bas (CA-SFM, 1998).
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Figure 8: Antibiogramme(Photos prise Laboratoire SNV).
2.4.3. Méthode de diffusion en milieu gélosé (Aromatogramme)

Deux méthodes différentes sont employées pour 1I’évaluation de 1’effet antimicrobien
de cet extrait : la méthode de diffusion a partir d’un disque de papier qui permet la mise en
évidence de I’activité microbienne de I’extrait. Cette technique est identique a celui de
I’antibiogramme, la seule différence est le remplacement des antibiotiques par des extraits
(Fig.09), et la méthode de macro dilution qui a pour objectif la détermination des CMI
(concentrations minimales inhibitrices) a partir d’une gamme de concentrations de produit dans
le milieu de culture (Yakhlef, 2010).
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uches bacténennes

slose Mueller-Hinton

Boite de pétri

Zone d’inhibition

Disque 1mbibé du produit
Croissance microbienne

Figure9 : Schéma simplifié la Méthode de diffusion en milieu gélosé ( Photo personnelle,
2023) d'apres ( Zaika, 1988) .

a) Préparation des disques
e Préparer les disques de papier filtre de 6 mm De diamétre (Whatman Ne 1).
e Stériliser les disques a l'autoclave, & 120° C pendant 20 minutes.
b) Préparation de la suspension
e Prélever a l'aide d'une anse de platine une colonie bactérienne bien isolée.
e Transvaser le contenu de I'ose dans un tube contenant 5 ml de bouillon nutritif stérile,
e Incuber par la suite les tubes a essai a 37°C pendant 24 h.
c)Lecture
La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque a I’aide d’une régle en mm Le résultat peut étre symbolisé par des signes d’apres la

sensibilité des souches vis-a-vis de I’extrait éthanolique (CMF, 2022).

e Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm. Sensible (+) : diametre entre 9 a
14mm.
e Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19mm.

e Extrémement sensible (+++) : diametre >20mm.
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2.4.4. Deétermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par
la méthode de dilution en milieu solide

La CMI est la plus faible concentration de la substance antimicrobienne inhibant toute
croissance bactérienne ou fongique visible aprés une incubation de 24 h a 37°C et de 48 h a
28°C, respectivement (Martini et Eloff, 1998 ; Hamouda Ali et Doumandji, 2017). La méthode
consiste a diluer directement la substance a tester dans le milieu de culture gélosé et a inoculer
ce milieu avec les microorganismes. En diluant différentes concentrations de la substance a
tester, on peut définir la valeur la plus faible a laquelle la croissance des microorganismes n’est
pas observable, et donc une inhibition de la croissance. Cette méthode permet donc d’évaluer

qualitativement et surtout quantitativement I’activité antimicrobienne d’une substance.

2.5. Contréle de qualité microbiologique alimentaire :

Cette opération a été effectuée au niveau du laboratoire d’hygiéne (unité
alimentaire) de wilaya de Skikda. Selon la réglementation Algérienne de controle de qualité
alimentaire des produits aquacole (JORADP, 2017) (Fig.10)

I MINISTERE DU COMMERCE I

Arréte  interministériel du 2 Mobmrram 1438
correspondant au 4 octobre 2016 fixant les

arlteres wlcroblologlques des denrées 5- Produits dc la péche ct de I'aquaculturc
alimentaires
: " Plan Limites micrebiologiques
Catégories des denrées alimentaires _\hcro‘-orgal}lsmes/ d'échanullonmage (ufclg)
métabolites
i1 ¢ m M

Procuits de 1a piche 2t ce 'aquacultuze
fabriques a partird'espéses de >o1:sons Histam:ne 9
associés 3 une prande quantté d'hutidme (1D (2)

o

100 mp/kg 200 mp/kg

Produits de la péche et de laquaculture ayant
subi un trastement de matuntion aox 2nzymeas
dans la saumurs, fabriqués 3 partird'espéces de | Histamme 9 2 200 mg/kg | 400 mg/kg
poissons associés 2 une yrande quantaté
d'ustidine i I'exception de sauce de posscon (1)

Sance da porsson pradurte par fermentation de

produsta de 1a pache at ce I'nquenlture H:stamme 1 — 400 mg/kg
Germes aérobizs 2 30 °C 5 2 10€ 107
_ Coliformes thermotolérants 5 2 10 102
Poissans. céphalopodes et mollusques crus = -
(sauf mollusques brvalves vivants) (3 Staphylocoques i coagulase + 5 2 102 103
Salmonella 5 0 Absence dans 25 g

FigurelO : Critéres microbiologiques des denrées alimentaires produits de peches
(JORADP.2017).
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2.5.1. Méthode d’analyses
2.5.1.1. Protocole d’analyse :

+«+ Solution mere (SM) :

La préparation de la solution mere qui la dilution 101 consiste a peser
aseptiquement 25 g de 1’échantillon a 1’aide d’une balance de précision, par la suite on ajoute
225 ml d'eau physiologie. L'opération est effectuée tout en respectant les conditions d’asepsies
strictes, Cette suspension est laissée au repos pendant 30 min pour assurer la revivification des

micro-organismes s’ils existent. (Fig.11). |

Figurell :Etapes de la préparation de la solution mére (Photos
personnelles, 2023).

++ Dilutions décimales :
A partir de la solution meére (10-1) nous réalisons une série de dilution décimale
en préléve 1 ml de la premiere dilution a 101 a I’aide d’une pipette pasteur et ajoute dans un
tube a essai contenu 9 ml d’eau physiologique stérile pour obtenir la dilution a 102 et on répéte

I’opération jusqu'a la dilution a 10-.

Selon I’arrété interministériel du 8 Chaoual 1438 correspondant au 2 juillet 2017

relatif aux spécifications microbiologiques de certaines denrées alimentaires (JORADP 2017),
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les germes recherchés chez les poissons crus sont les suivants : germes aérobies a 30C°,

coliformes thermotolérants, staphylocoques a coagulase * salmonella.

Cet arrété nous incite a dénombrer toutes les colonies ayant poussé sur les boites
(utilisation des milieux de culture solides) en multipliant toujours le nombre trouve par l'inverse
de sa dilution et I'inverse de la solution mére. Le résultat est exprimé alors en nombre de

germes/gramme. (Fig. 12).

e

Figurel? :Etapes de la préparation des dilutions décimales
(Photos personnelles, 2023).

+ Dénombrement des germes :
a) Recherche et déenombrement des germes aérobies a 30C° (FMAT) (norme SO 4833 :
février 2003) :

On préléve 1 ml de chaque dilution (10-1,10-2,103,104,10-5,10:6) qu’on introduit
aseptiquement dans les boites de Pétri ,I’inoculum est dépos¢ goutte a goutte sur toutes la
surface de la boite. On y ajoute 15 ml de milieu PCA (Plate Count Agar) fondu et refroidi au
bain marie a 45°C. Le mélange est homogénéisé par des mouvements circulaires des boites.
Apreés solidification du milieu, les boites sont ensuite incubées a 30°C. Le comptage se fait

aprés 72 heures d’incubation.
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% Lecture:
Apres la période d'incubation spécifiée. On faite la lecture aprés 72h (on observe des
colonies sous forme lenticulaire en masse).

b) Recherche et denombrement des Coliformes Thermotolérants :

L’ensemencement se fait en profondeur, a ’aide d’une pipette pasteur, on préleve
1 ml des différentes dilutions (10-1,10-2), I’inoculum est déposé goutte a goutte sur toutes la
surface de la boite. On y couler une couche de gélose VRBG (15ml) puis on procede a
I'étalement en faisant des mouvements de huit et on laisse solidifier. Les boites de Pétri sont

incubées a couvercle en bas a 44C° pendant 24 h a 48 h.

s Lecture:
Une premiére lecture se fera apres 24 h et la deuxieme apres 48 h, les colonies se

présentent sous forme rond a une couleur rouge foncé.
c) Recherche de Staphylococcus Aureus :

Dans trois tubes on dépose 1 ml des différentes dilutions (101,10-2,10%) dans
chaque tube, puis on ajoute 15 ml du d’enrichissement GIOLITTI CANTONI. Ces tubes sont
ensuite incubés a 37C° pendant 24 h.

La présence d’un noircissement conduit a un isolement sur milieu CHAPMAN a
I’aide d’un anse de platine. Les boites incubées a couvercle en bas & 37C° pendant 24 h
(Fig.13).

% Lecture :
La lecture aprés 24 h (les S. aureus se présentent sous forme de colonies de taille

moyenne, lisses, brillantes, au couleur jaune).

Figurel3 :Etapes d’isolement des Staphylococcus aureus sur
milieu CHAPMAN (Photos personnelles, 2023).
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d) Recherche de Salmonella :

La recherche de salmonelle se déroule en plusieurs étapes : le pré-
enrichissement, 1’enrichissement, et I’isolement (GUIRAUD et ROSEC, 2004). Dans le cas ou
les résultats sont positifs on passe a I’identification biochimique (La galerie API 20 E).

% Pré-enrichissement :
La préparation de la solution mére s’effectue a 1’aide d’eau peptonée tamponné (EPT) : La
préparation de la solution mere consiste a peser aseptiquement 25 g de 1’échantillon a ’aide
d’une balance de précision et déposée dans un flacon stérile, par la suite on ajoute 225 ml
d’EPT, I’incubation se fait a 37C° pendant 24 heures. Cette phase vise a assurer la revivification

des micro-organismes s'ils existent. (Fig. 14).

l.‘_' -;” (W | \ "
Figureld : Etapesde la préeparation de la solution mere de
salmonella (Photos personnelles, 2023).

®,

< Enrichissement :

A partir de la solution mere on porte 15 ml dans un tube contenue 15 ml du
bouillon SFB simple/concentration additionné de 2 disques de sélénite de sodium. Ensuite, le
tube est incubé a 37C° pendant 24 heures.

< Isolement :
L’isolement est réalisé par ensemencement en surface sur le milieu Hektoen a

partir du bouillon d’enrichissement. Les boites sont incubées a 37C° pendant 24 h.

+ Lecture :

Les Salmonelles se présentent de la fagcon suivante : colonies le plus souvent vert a
centre noir sur gélose Hektoen. Si on obtient ces résultats on doit passer a la quatriéme étape

confirmative car le milieu d’isolement n’est pas totalement sélectif.
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% ldentification :
L’ensemencement se fait par piqure centrale a I’aide d’une anse de platine et la pente
par stries sur le milieu TSI. Les tubes sont incubées a 37C° pendant 24 heures.

% Lecture:

La couleur du milieu TSI ne change pas.

2.5.1.2. Dénombrement et calcul des UFC colonies :

Nous avons dénombré toutes les colonies aprés la période d'incubation
mentionnée dans la norme spécifiqgue a chaque germe. La lecture se fait sur 2 boites
ensemencées avec des dilutions successives. Le nombre de germes par gramme (N) de produit

est obtenu selon la formule suivante (JORA, 2017) :

2C

V((nl+0,1n2)d

N= nombre de germes par gramme de produit.

>C=somme des colonies caractéristiques sur les deux boites retenues.
V= volume de I’inoculum appliqué a chaque boite (en ml).

d=taux de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.
nl=nombre de boite lu & la 1e dilution.

n2= nombre de boite lu a la 2e dilution.

2.5.2. Interpreétation des résultats de la qualité microbiologique :

L'interprétation des résultats s'effectue selon un plan a trois classes, dans le cas ou la
valeur «C» est différentede zéro (0) (Journal officiel dela république Algérienne, n°39, 2017).

Les résultats s’expriment de la fagon suivante :

e Si le résultat de I’analyse est inférieur ou égal a «m», le résultat du critere

microbiologique est satisfaisant.
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e Si le résultat de 1’analyse n’excede pas «M » et si le nombre d’unités de I’échantillon
donnant un résultat supérieur a «mx» et compris entre «1» et, le «c » résultat du critere
microbiologique est acceptable.

e Sile résultat del’analyse excede «M » ou si le nombre d’unités de 1’échantillon donnant
un résultat compris entre «m» et «M » est supérieur a «c », le résultat du critére

microbiologique et non satisfaisant.

2.6. Les analyses bactériologiques de I'eau d’aquarium :

Nous avons effectué 1’étude des paramétres bactériologiques de 1’eau d’élevage

selon la méthode de nombre le plus probable (NPP) appelée aussi la colimétrie.

2.6.1. Larecherche et dénombrement des coliformes totaux :
% Mode d’emploi :
Le dénombrement des coliformes totaux a été réalisé par la méthode 1ISO 9308-2.

La technique est basée sur la détermination de la présence ou I'absence des micro-organismes

dans les échantillons de I'eau.

Il effectué en utilisant le bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol (BCPL) a
différentes concentrations. 10 ml, 1 ml, 0,1 ml de la solution mére ont été additionnés,
respectivement, aux neuf tubes & simple concentration, de la 2 éme série et aux trois tubes a
simple concentration restante. Tous les tubes sont munis de cloches de Durham pour déceler le
dégagement éventuel de gaz dans le milieu (Mouffok, 2001 ; Lebres, 2008). L’incubation se
fait a 37C° pendant 24 a 48 heures.

« Lecture :

Sont considérés positifs les tubes présentant a la fois :

-Un trouble microbien accompagné d’un virage du milieu au jaune (ce qui constitue le

témoin de la fermentation du lactose présent dans le milieu).

-La production de gaz traduite par le soulévement de la cloche de Durham introduit dans

le milieu (au moins 1/10 de la cloche devra étre vide).

Ces deux caracteres étant témoins de fermentation du lactose dans les conditions opératoires

décrites .
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Figure 15 :Le milieu BCPL et les difféerentes concentrations (10 ml, 1 m, 0,1 ml de I’eau des
07 aquariums expérimentaux)(photo personnelle, 2023).

®,

% Test de confirmation :

Les tubes de BCPL trouveés positifs lors du dénombrement des coliformes totaux
feront I’objet d’un repiquage dans tube contenant le milieu Schubert ( milieu indole mannitol)
muni d’une cloche de Durham.l’incubation se fait a 44C° pendant 24 heures.

« Lecture:

Sont considérés comme positifs, les tubes présentant un dégagement gazeux.

2.6.2. Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux :
La recherche se fait en bouillon Roth S/C ( bouillon a I’azide de sodium simple

concentration).A partir de la solution mére et les dilutions décimales , porter asepectivement 1
ml dans 9 ml de milieu Roth S/C .L’incubation se fait a 37C° pendant 24 a 48 heures.

Lecture :

Sont considérés comme positifs les tubes présentant un trouble microbien.

X/

% Testde confirmation :

Les tubes de Roth trouvés positifs feront danc 1’objet d’un repiquage dans tube
contenant le milieu Eva Litsky ( bouillon a 1’éthyle violet et aide de sodium). L’incubation se
fait a 37C° pendant 24 heures.

% Lecture:
Sont considérés positifs, les tubes présentant un trouble microbien. La lecture finale
s’effectue également selon les prescriptions de la table du NPP.
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2.7. Méthode de détection des residus d'antibiotiques

La méthode utilisée est de référence LMR/90/01-rév 2. Elle est couramment appelée
«méthode des quatre boites » ou encore « méthode des quatre plaques » par 1’Agence
Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA.2000).

2.7.1. Principe

Cette méthode repose sur la mise en évidence d’une zone d’inhibition autour de
I’échantillon. La méthode officielle utilise deux bactéries a plusieurs pH : Bacilussubtilis a
pH 6 ; 7,2 et 8 et Microccocusluteus a pH 8.(LAURENTIE et al. 2002).

Protocole utilisé est le suivant :

L’ensemencement des boites de culture par les souches bactériennes sensibles aux
antibiotiques, a savoir : Bacilussubtilis cultivé a PH 6,0 ; 7.4 et 8.0. Le dép6t de quelques
gouttes de la suspension bactérienne a la surface de chaque boite, suivi d’une incubation a la

température optimale du développement de la souche bactérienne correspondante.

2.7.2. Familles d’antibiotiques recherchées

Les deux microorganismes tests permettent la détection des résidus d’antibiotiques

selon le pH dumilieu et I’antibiotique témoin (Tableau 1).
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Tableau 1: Familles d’antibiotiques recherchées en fonction du microorganisme, dupH du
milieu, et de la solution d’antibiotique témoin.

Famille Microorganisme pH du milieu L’antibiotique
d’antibiotique test témoin
recherchée
B-lactamines 6,0 Pénicilline G
tétracyclines sodique
Sulfamides 7,2 Sulfadimérazine
Bacillus subtilis triméthoprime
Aminosides 8,0 Dihydro-
sterptomycine
B-lactamines Micrococcus luteus 8,0 Erythromycine
macrolides

2.7.3. Préparation des microorganismes sensibles

La préparation de I’inoculum est un facteur critique pour 1’exactitude et la précision
des tests de diffusion en gélose. Il est par conséquent capital d’employer une technique qui

donnera une suspension reproductible et un nombre correct de germes. (OXOID, 1992).

% Préparation de Bacilussubtilis
Bacilussubtilis est un germe ubiquiste et tellurique qui appartient a la famille des
Bacillaceae (SINGLETON et SAINSBURY, 1984).Sa température optimale de croissance se
situe entre 30 et 37°C.

% Ajustement de pH de milieu de culture
Apres la préparation de milieu de culture et stérilisation dans un l'autoclave a I’aide
des bandelettes de PH, maintenir le milieu Mueller Hinton a 3 pH différent (6, 7,4 et 8) par
I’ajout de quelque goutes de Hcl ou NaOH (fig.16).
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Figure 16: Ajustement de pH de milieu de culture (Photos personnelles, 2023).

L’ensemencement
e Anpartir de l'inoculum préparé, prélever environ 1ml de suspension bactérienne, et mis

la sur la surface de la gélose MH coulé dans chaque boite de pétri.

e A I’aide d’un réateau étalé la suspension bactérienne et devisé la sur la surface de la
gélose MH, Laisse les boites de pétri séché pendant quelque minute (OMS.2005).
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| Souche de Bacillus subtli
Iml I ml+ I ml
Solution de
Triméthoprime
v
Test agar pH: 6 Test agarpH: 7,2 Test agar pH: 8
1 Solidifcation des milieu

Figure 17: Préparation des boites de pétri.
2.7.4. Préparation des solutions d'antibiotiques témoins

Pour la préparation de solution d’antibiotique on commence par dissoudre une

quantité de I’antibiotique par la suite on ajuste par ajout d’eau distillée (Tableau2).
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Solutions
d’antibiotiques
témoins

Solution de
peénicilline

Solution
d’érythrom ycine

Solution de
sulfadimérazine

Solution de
triméthoprime

Solution de
dihydro-

Streptomy-cine

Antibiotiques

Pénicilline

Erythromycine

Sulfadimérazine

triméthoprime

Dihydro-
streptomycine

2.7.5. Mode opératoire
e A T’aide d’une pince, déposer au centre de la boite un disque de papier stérile.

Quantité
a
dissoudre
(mg)
60

54

50

50

64

Quantité du
liquide utilisé

100ml
distillée
d’eau
3ml de
méthanol et
ajuster a 50ml
avec de I’eau
distillée.
5ml de NaOH
0.1N et ajuster

avec 100ml
I’eau distillée

5ml d’acide
acetique a 5%
puis ajusté a
500 ml avec
I’eau distillée
50ml  d’eau
distillée

[C]

finale
pg /mi

0.12

0.27

20

6.4

e Deposer sur le disque 10ul de la solution de I’antibiotique témoin.

Durée de
conservation

4 jours a
+4°C

2
semaine
sa
+4°C

2
semaine
S
a+4°C

14 jours a
+4°C

1 mois a
+4°C

e A T’aide d’une pince, placer deux rondelles du premier échantillon en position

diamétralement opposées sur chaque boite de Pétri (3 boites de Pétri pour Bacillus

subtilis a pH 6,0 ; pH 7,2 ; pH 8,0 ; et une boite pour Micrococcus luteus a pH 8,0).

o Stériliser I’emporte-piéce a la flamme et refaire la méme opération pour les

autres échantillons de telle sorte a avoir deux échantillons par boite de Pétri.

e Tous ces disques doivent se situés a lcm de

e Incuber les boites de Pétri dans les étuves :
- Bacillus Subtilis a 30°C pendant 18/24h.
-Micrococcus luteus a 37°C pendant 18/24h.

e Faire la lecture des boites (figure. 18).
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+ Exploitation des résultats

Pour chacune des boites, sont considérés comme positifs, les échantillons
donnant des zones d’inhibition >2mm.

Il faut recommencer ’essai chaque fois que le résultat semble douteux
(pour un méme échantillon un disque étant positif et I’autre négatif, contamination,
etc....). Si le disque de viande contient des résidus d’antibiotiques, ceux-ci migrent dans
le milieu et inhibent la croissance du germe autour du disque de viande. Ils sont
considérés comme positifs les echantillons dont les deux disques ont provoqué une
inhibition du germe test et le diamétre de la zone d’inhibition doit étre égal ou
supérieur de 2 mm du diamétre de la zone d’inhibition des témoins positifs qui est égal
a émm (Fabre, 2003).

Souche de Bacillus subtilis

tissue intestin et foie

les Concntratiohs de I'OTC i

Bioessais Tilapia
NGO 8
m.qi;""'o | .. O O
";“‘:f“‘ ® ~ 9 ~_9®
Test agar pH: 6 Test agar pH: 7, 2 Test agar pH: 8

Incubation 2 30°C /18224 h

Lecture des résultats

Figure 18:Technique des 4 boites mode opératoire pour la souche test Bs.
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Résultats et discussion

1.Résultats morphométriques et pondérale :

L'ensemble mensurations morphométriques et pondrale avant et aprés la chimiothérapie
et la phytothérapie sont rapporté dans le tableau (dans I'annex).

Globalement, les individus de Oreochromis niloticusont un poids total (Wt) qui varie
(35<Wt (g)<117) avec une longueur varie (13<Lt(cm)<18,5).
2. Caractérisation de la Flore exogene et endogene

2.1. Caracteres culturaux

2.1.1. Etude macroscopique

Sur le plan macroscopique, nous avons synthétiseé nos résultats apres incubation pendant 24 a
48h (Tableau.3)
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Tableau 3: Résultats macroscopiques de la flore des bio-essaies Oreochromis niloticus Avant I'antibiothérapie mixte.

Changement  de la > les colonies

couleur du milieu en

rouge. Les colonies rougeatre.

étaient  colorées en
saumon, petites tailles,
lisses et a contour réguliers.

Klebsiella la couleur du milieu en , o Orientation les colonies
vert. Les colonies étaient étaient bleu métallique

colorées en bleu vert.

S. aureus Changement de la couleur Orientation les colonies
du milieu en jaune. Les ‘ , ¥ ctaient doré.

colonies étaient colorées

en jaune doré, lisses,
opaque, bombées et

régulier.
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2.1.2. Etude microscopique

2.1.2.1. Examen apres coloration de Gram

Le tableau (5), résume les résultats de I'examen apres coloration de Gram. Sachant qu’apres
coloration de Gram, I'observation microscopique a révéle la présence :

» Pou E. Coli : desbacilles a Gram négatifs de couleur rose.
» Pour Klebsiella : des bacilles de couleur rose donca Gram négatifs.
» Pou S. aureus : de Cocci isolés ou regroupés en amas ayant la forme de grappes de

raisin de couleur violette donc & Gram positif.

Tableau 4: Résultats de I'examen microscopique apres coloration de Gram.

* Gélose Hektoen
* Bacilles de couleur rose
*  Gram négatif P G K'ebsie"a -

a1 ( x100 '

= Gélose Hektoen
= Bacilles de couleur rose.

*  Gram negatif

* Gélose Chapman
» Cocci en grappe de raisin
de couleur violette.
» Gram Positif

La figure 19, montrent la contribution en termes de dominance (%) de la partie
biologique des tilapias menacé par 1’altération microbiologique est comme suit tissus,
branchies, intestin respectivement (57,14% ; 35,71% ; et 7,14%).
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O Tissus O Intestin @ Branchies

Branchies
(35,71% )

Intestin
(7,14%)

Résultats et discussion

Tissus
(57,14%)

Figure 19: Dominances de flore bactérienne en fonction d'organe cible des Tilpias.

La figure (20) montre la dominance de chaque genre de la flore bactérienne trouvés
dans les différentes parties biologiques cible de nos Tilapia (Tissus (a), Branchies(b) et
intestins(c)) avant la thérapie (Chimique et phytologique). Par conséquent, on note une nette

prépondérance de Staphylococcus dans les intestins et les branchies respectivement (95% ;
60%), suivi par le genre Klebsiella dans les tissus et branchies respectivement avec (25% ;

20%).

Staphylococcus
(95%)

Intestin

(25%)

Staphylococcus

Staphylococcus
(60%)

Branchies

Klebsiella
(20%)

B Kiebsiel .

Figure20: Dominances des germes microbiennes trouvés chez les Tilapias.
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2.1.2.2. Testbiochimiques
Nos résultats montrent que seul S. aureus et E. coli prouvent un résultat
positif, cela veut dire qu’il y a un dégagement d’oxygene gazeux issu de la dégradation de
I’eau oxygénée, (Tableau5).
Tableau 5: Résultats de test catalase

Espeéces bactériennes Catalase
E. Coli +
Klebsiella -
S. aureus +

3. Résultats de I’activité antibactérienne

Aprés évaporation sous Rotavapor, I'extrait d'ail obtenue avec le solvant (éthanol
95%) est de couleur marron foncé obtenu avec une odeur forte caractéristique de la matiére
vegétale. Le composé dominant trisulfure di-2- propényle a été rapporté comme étant.

Le Composant qui est responsable de I'odeur caractéristique de l'ail.

3.1. Profil aux résistances aux antibiotiques

L’antibiogramme permet de déterminer la sensibilité ou la résistance des souches de
référence testées aux antibiotiques. Le profil de résistance de ces souches a été déterminé par
la méthode de diffusion en milieu gélosé, Figure (21 a et b ) ci-dessous rapporte les valeurs
en mm des zones d’inhibitions manifestées par les antibiotiques sur les différentes souches
étudiées. Sachant que nous avons enregistré une seule résistance bactérienne avec E. Coli

I’Erythromycine.
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A B Tétracycline (OTC)  ®Erythromycine (Ery)
4 ++

40

++

++
35

=+

n
o

Diamétres (mm)

E. Coli Klebsiella S. aureus
Souches testées

Figure 21(A): Résultats Diamétres d’inhibitions des souches étudiées vis-a-vis des
antibiotiques (Non sensible (-) ou résistante : diamétre <8mm. ; Sensible (+) : diamétre
compris entre 9 a 14mm. ; Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 a 19mm ;
Extrémement sensible (+++) : >20mm)(CMF, 2022).

D’apres la figure (Figure. 21 B), il a été observé que les trois souches de bactéries
étudiées réagissent différemment aux antibiotiques testés.
E. Coli montré une sensibilité uniguement vis-a-vis de tétracycline. Elle était
résistante vis a vis de Erythromycine.
Klebsiella et S. aureus ont présentent une forte sensibilité vis-a-vis les deux
antibiotiques.

Figure21(B) : Résultats des diametres d'OTC sur E.Coli et Klebseila.
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Nos résultats montrent que les souches Klebsiella et S.aureus sont les plus sensible
a l'antibiotique tétracycline , les diamétres d’inhibition mesurée sont respectivement 41 mm
et 40 mm pour les deux derniers et pour la souche E. coli le diamétre d'inhibition est
intermédiaire par rapport a les autres souches (21mm). Concernant a l'antibiotique
Erythromycine, les souches Klebsiella et S.aureus sont trés sensibles avec des diametres
d'inhibition respectivement 34 et 33 mm, Concernant a E. coli est résistante au cette
antibiotique avec un diametre d'inhibition 7mm.

3.2. Résultats de Méthode de diffusion en milieu gélose

Les résultats de ce parametre testé avec différentes concentrations de I'extrait d'ail et
de sont présentés dans les figures respectivement les figures(22).

B E. Coli B Klebsiella
24 - OS. aureus E P. aeruginosa
O Streptococcus O Enterobacter
+++
— +++
] ++

E 16 1 ++ ++ +

g +

g +

E 8 1 + +

D :_-.- -I H

0 ) - e
1,5 mg/ml 2,25 mg/ml 3 mg/mi

Souches testées

Figure 22 : Histogramme montrant les Diamétres d’inhibitions des souches étudiées vis-a-vis
les doses administrées aux bio-essaies de l'extrait d’Allium sativum (Diamétre de la zone
d'inhibition en mm) (Non sensible (-) ou résistante : diametre <8mm. ; Sensible (+) :
diamétre compris entre 9 & 14mm. ; Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19mm ;
Extrémement sensible (+++) : >20mm. (CMF, 2022).

L’¢tude de la sensibilite des souches bacteriennes testés vis-a-vis de [l'extrait
¢thanolique de 1’ail, celle-ci se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du

disque de papier préalablement imprégné de I’extrait. (Figure.23).
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klebsiella

Figure23 : Effet de I'extrait éthanolique d'ail sur différentes
eniichec ]
D’une manicre générale, ces différentes concentrations de l'extrait testés inhibe les

souches étudiées et entraine des diamétres qui varient en fonction de la concentration de

I'extrait alcoolique testé.

Les résultats montrent que les diameétres d'inhibition de I'extrait d'ail obtenue avec
les différentes concentrations sont plus active sur P. aeruginosa et S.aureus que sur

Enterobacter, Klebsiella, E. coli et streptococcus.

Pour la concentration 1.5 mg, P. aeruginosa et S.aureus sont les souches les plus
sensible avec un diameétre del7 mm et 15 mm, par contre chez les autres souches ces
diameétres de la zone d'inhibition est de < Imm.

Les souches P. aeruginosa et S.aureus sont les plus sensible a I’effet de l'extrait a
concentration 2.25 mg, les diamétres d’inhibition mesurée sont respectivement 15 mm et 20
mm pour les deux derniers et pour la souche Klebsiella le diamétre d'inhibition est

intermédiaire par rapport a les autres souches. Concernant a les autres souches (E. coli,
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Streptococcus et Entérobacter), elles sont totalement résistantes a cette concentration, le

diametre de la zone d'inhibition est inférieur & Imm.

Pour la concentration 3 mg, P. aeruginosa, Entérobacter et E. coli sont les souches
les plus sensible avec un diametre respectivement de19 mm,15 mm et 12 mm, par contre chez
les autres souches (Klebsiella, Streptococcus, et S. aureus) ces diamétres de la zone

d'inhibition sont entre 8 mm et 9 mm.

Les résultats obtenus prouvent I’existence d’une activité antibactérienne. Donc il est

indispensable d’estimer les CMI.

3.3. Détermination de la CMI par la méthode de dilution en milieu solide

Les résultats obtenus par la méthode de diffusion en disque nous ont conduit de
faire confirmer quantitativement l'activité antibactérienne de I'extrait vis-a-vis des souches

testées qu'ont montré une zone d'inhibition.

L'évaluation quantitative de I'activité antibactérienne de l'extrait a été effectuée par
la détermination de la CMI par la méthode de dilution en milieu solide. Les résultats obtenus
sont représentés dans la figure 24.
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Figure24 : Détermination de la CMI.

Dans notre résultat nous avons observé une croissance bactérienne, bien qu'il y ait un
extrait. On dit que la quantité d'extrait que nous avons utilisée est insuffisante pour inhibé de
99.9% de la croissance des bactéries.

(Esther, 2022) dans leur étude sur résistance aux antimicrobiennes des bactéries
isolées de poisson marins et d'eau douce ont obtenu des résultats significatifs parmi lesquelles
Sur les 48 isolats d'E. coli, 12 (25%) étaient résistants a I'Erythromycine, ceci est similaire a

non résultats ou nous avons trouvé que E. coli été résistant a I'Erythromycine mais elle été
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sensible a tétracycline. En Contrairement aux résultats obtenus par (Sifuna et al, 2008),ou E.

coli a montré une résistance principalement a I'ampicilline et a la tétracycline.

Par rapport a Klebsiella spp selon (Esther, 2021) a présenté une résistance a six
agents antimicrobiens gentamicine, la tétracycline, la pénicilline, I'Erythromycine,
I'azithromycine et la ciprofloxacine, ces derniers ne concordaient pas avec nos résultats ou
nous avons trouvé que Klebsiella a une forte sensibilit¢ contre la tétracycline et

I'Erythromycine.

(Rose et al,2009) et (Ahmed et al, 2007) ont conclu que la présence de bactéries
résistantes aux antibiotiques chez les animaux, et en particulier des animaux marins, indique
non seulement la présence de microbes a grande échelle, mais aussi qu'un pourcentage

significatif de bactéries résistant a plusieurs antibiotiques.
L'évaluation de l'activité antibactérienne de I'extrait d'ail vis-a-vis des souches :

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella,
Streptococcus, Enterobacter par la méthode de diffusion en milieu gélosé révelé que la nature
de la souche et le mode de préparation d'extrait/ solvants utilisé ont une influence sur les

résultats de mesure de l'activité antibactérienne.

La méthode des disques est basée sur l'utilisation des disques comme réservoirs
contenant la solution des substances a tester. Dans le cas ses solutions avec une basse activité,
une grande concentration ou volume est nécessaire ; néanmoins la capacité des disques est
limitée. C'est pourquoi certains extraits exhibent des zones d'inhibition incomplétes qui

peuvent étre attribuées a une résistance par déficience de dose d'extrait (Gulgin et al., 2004).

Test de sensibilité sur milieu gélosé montre que les concentrations de I'extrait,
montré une zone d'inhibition pour les disques imbibés dans les boites ensemencées de P.
aeruginosa, et S. aureus contrairement aux disques imbibés dans les boites ensemencées de
Entérobacter, E. coli, Streptocoque, et Klebsiella montré une zone d'inhibition pour les fortes

concentrations uniquement.

(lwalokun et al, 2004) dans leur étude in vitro des propriétés antibactériennes
de I'extrait d'ail contre les bactéries multi-résistantes ont obtenu des résultats significatifs vis-
a-vis plusieurs souches testées parmi lesquelles E. Coli et S. aureus ou les diamétres des

zones d'inhibition étaient : 21.5mm et 24.6mm respectivement. Ces derniers sont legérement
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supérieurs par rapport a nos résultats qui sont moyennement de I'ordre d 12mm pour une forte

concentration ,20mm.

D'autre part, les résultats de (Benzeggouta, 2005), ont montre la sensibilité des deux
souches avec des degrés divers, ou le diameétre de zone d'inhibition de S. aureus était trés
important (40mm ; équivalent d'extréme sensibilité) par rapport au diamétre d'inhibition chez

E. coli qui présentaient une zone d'inhibition de 15mm de diametre, qui sont proche a nos
résultats (12mm).

(Bacar, Meskine, 2014), dans leur étude in vitro des propriéteés antibactériennes
de I'extrait d'ail contre les bactéries multi-résistantes, ont obtenu de résultats significatifs vis-
a-vis Staphylococcus aureus, et pseudomonas aeruginosa ou les diametres des zones
d'inhibition étaient : 9mm et 10mm respectivement. Ces derniers sont différents par rapport a

nos résultats qui sont moyennement de I'ordre de 20mm et 19mm.

La CMI est une méthode quantitative basée sur le principe du contact d'un
microorganisme a une série de dilutions de la substance testée. Elle est couramment utilisee
comme un critere admis pour la mesure de la susceptibilité des microorganismes aux
inhibiteurs (\VVan Vuuren, 2008).

Hughes et al (1991), qui ont confirmé une sensibilité & I’homogénat de gousse
d'ail ainsi que des composés apparentés a l'ail vis a vis Escherichia coli. Souza et ses
collaborateurs (1995) dont les résultats de recherche ont montré une efficacité de ’ail sur les

bactéries Gram negatifs et positifs.

Nos résultats sont en accord avec eux, mais les concentrations d'extrait d'ail que
nous avons utilisées sont faibles et insuffisantes pour tuer les bactéries. Pour que les

bactéries soient sensibilisées, il faut utiliser des concentrations supérieures a 3mg.

La souche Pseudomonas aeruginosa a la réputation d’étre trés résistante a toutes
sortes d’agents antimicrobiens et antibiotiques en général. Il est établi que le traitement de
telles bactéries nécessite des concentrations considérables d’agents antimicrobiens (Fleurette
et al.,1995).
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4.Résultat de contrdle de qualité microbiologique alimentaire (poisson
frais):

Les résultats des analyses microbiologiques des échantillons du poisson frais
indiquant la présence de la flore mésophile Aérobie totale (FMAT) et les coliformes thermo

tolerent (CTT) et aussi des Staphylocoques. Notant 1’absence totale des Salmonelles.

Nous avons réalisé une série d’analyses sur plusieurs échantillons (n=5) pour nous
assurer de la qualité du poisson tilapia frais en fonction des risques microbiologiques portés
par la plupart des denrées alimentaires issues des produits de la péche et de I’aquaculture.

Conformément a la réglementation en vigueur (JORADP 2017).

4.1. Flore mésophile aérobie totale (FMAT):
La figure 25 Les résultats des analyses de la Flore mésophile aérobie totale
(FMAT)des tilapia frais traité par I’OTC (Fig. 25 a) et I’extrait de ’ail (Fig.25 b) y compris

le témoin montrent la présence des FMAT.
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Figure25 : : Résultats des FMAT chez Orechromis niloticus (a: traité par I'OTC; b : Traité par
I'extrait de l'ail).
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Nous avons enregistré un taux treés €élevé de "ordre de 414545 UFC/g est observé
chez les poissons traité par la dose [0,1 mg/l d’OTC], les minimas dont observés chez les
témoins.

Les Résultats du comptage bactérien total dans les tissus d’Oreochromis niloticus
ou les traitements ont été appliqués sont illustrés dans la figure 25 Il montre que le nombre
total des FMAT était plus élevé dans groupe témoin (5,5273x10*UFC/ml) que dans tous les
groupes d'Allium sativum (9.714x103+ 8 ,612x103ufc/ml). Avec les régimes par I’OTC, il
variait de [9,32X10%t 1,05 x10° ufc/ml].

La figure 26 montre 1’aspect des colonies de ’FMAT obtenue sur les boites de pétri
sont sous forme lenticulaire en masse, la taille est moyenne et petite et la couleur est
blanchétre crémeuse.

Figure26 :Résultats de la recherche de la flore mésophile aérobie.
a):resultat du poisson témoin, b ): résultat du poisson traité par 1’ail.

4.2. Coliforme thermo tolérants (CTT) :

Les résultats de la numération bactérienne des Coliforme thermo tolérants (CTT)
dans les muscles et de Il'intestin d'O. niloticus sont également montré dans la figure (27 a et
b) les CTT variaient de 0 a 80 ufc/g avec Allium sativum traitements (fig. a) et de 0,0 a 54
ufc/g avec les traitements au chlora par ’OTC(fig.b), les CTT étaient absents dans le témoin .
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Figure27:Résultats des Coliformes thermotolérants (CTT) UFC/ g chez Orechromis niloticus.

La figure)28(montre I’Emergence des colonies thermo tolérantes obtenue sur les

boites de pétri a été indiquée par I’apparition des colonies rouge.

Figure28 : Résultat de recherche des coliformes sur VRBG ( a:
présence des coliformes, b : absence des coliformes).
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4.3. Staphylocoque a coagulase + :
Les resultats d’analyses des échantillons de bio-essaies traitées par I’OTC et I’extrait
de I’ail montrent la présence négligeable.

La figure (29) montre La présence des colonies de S. aureus a coagulase+ au
couleur jaune avec un changement de couleur du milieu (Chapman) du rouge au jaune.

Figure29 : Résultats de recherche des S. aureus & coagulase
positive(a: présence des S. aureus, b: absence des S. aureus)

4.4. Salmonella;

Les résultats des analyses microbiologiques des échantillons de tilapia traité par 1’ail
et ’OTC montrent I’absence totale des salmonella.

Figure30:Résultat de recherches de
salmonella sur TSI.
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L’absence des salmonelles dans les tous échantillon de poisson analysés est
conforme aux prescriptions normatives qui recommandent une absence de ce microorganisme

pathogeénes dans les produits alimentaires (JORADP, 2017).

5.Résultats des analyses microbiologiques de I’eau des aquariums :

Les coliformes totaux et les Streptocoques sont comptés a partir de l'eau, de
I’ensemble des aquarium d'O. niloticus nourris d'Allium sativum et I’OTC sont illustrés dans
les figures (31 a et b).Les Coliformes totaux de I'eau diminué dans tous les groupes nourris
avec des régimes Allium sativum (0,3 ; 0,45 et 0,6 g de régime) :0,5X103, 0,25X103%t
0,1X10%UFC/ml, respectivement. Il a également diminué en ces groupes nourris avec des
régimes a base de d’OTC (0,1 ;10 ;25 ;50 et 100 mg/l) : 5,2 x 103,0,4x103,0,5x103, et deux
fois 0.2cfu/ml, respectivement, par rapport aux régimes témoins respectivement (0,1x10° ;
8,8x103UFC/ml).
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Figure3l : Résultats des coliformes totaux de I’ecau des aquarium (a : L’extrait de I’ Ail(Allium
sativum) ; b : OTC).
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Les doses de 0,6 g d’Allium sativum et 50 et 100mg/l le régime OTC était plus
efficace pour réduire le nombre total des Streptocoques dans I’eau (0,2 UFC/g
respectivement). Le nombre total des Streptocoques dans I’ecau des aquariums variait de0,023
x10%a 0,025x103 ufc/g parmi les niveaux d'Allium sativum et de 0,02 x103 a0,023x10UFC/g
parmi les niveaux de L’OTC, tandis que dans le groupe témoin, il était de4,4 x10*
ufc/g.(Fig.32).
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Figure32: Résultats des streptocoques dans de 1’eau des aquariums a : L’extrait de I’ Ail
(Allium sativum) ; b : OTC).
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Discussion

Allium sativum pourrait fournir une base appropriée pour de nouveaux anti-
Helicobacter pylori-thérapies en raison de son action antimicrobienne bien établie (Cavalito
et al., 1944), complexité chimique, et action a large spectre, ne favorisant pas l'acquisition
d'une résistance aux antibiotiques. Dans de plus, des effets intragastriques directs sont
possibles car les antimicrobiens Allium sativum ne sont pas affectés par les environnements
acides (Lawson et al., 1996); sinon le suc gastrique améliore 1’activité antimicrobienne des

constituants d'Allium sativum (Fortunator et al., 1955).

L'ail est un légume important largement cultivé dans de nombreux pays. C'est utilise
comme nourriture pour les humains ainsi que pour certains animaux et comme remede contre
plusieurs maladies, comme rapporté dans la médecine populaire La supplémentation en
oxytétracycline en tant qu'antibiotique a un effet plus important que les régimes sans
antibiotiques pour améliorer le poids vif et la conversion alimentaire efficacité chez les

poissons d’élevage intensif. (Darwish et al. 2013).

Les antibiotiques sont largement utilisés en prophylaxie et en traitement pour
éliminer ou réduire contamination bactérienne a un degré qui améliore le mécanisme de
défense de I'nbte (Smith et al., 1963)

L'expérience en cours visait a étudier les effets d'Allium sativum et
I’oxytétracycline « OTC »)sur la santé du tilapia du Nil. Allium sativum a été utilisé aux
niveaux 0,3 ;0,45et 0,6 g de régime et OTC a 0,1 ;10,25,50et 100mg/l (doses LMR) de
régime par balnéation, Cela indique que le poids final, le gain de poids a augmenté de
maniere significative avec tous les traitements d'Allium sativum et OTC. Les performances de
croissance les plus élevées ont été observées chez les poissons nourris avec 0,6g d’ail et 25
mg/l d’OTC. Ces résultats concordent partiellement avec ceux mentionnés par (Diab et
al.2002), qui ont obtenu les meilleures performances de croissance chez O. niloticus avec
Alimentation 2,5% ail/kg.

Le dénombrement de la flore totale cultivable reste une méthode d’appréciation de la
qualité bactériologique des poissons étudié, mais leur nombre trés élevé montrent qu’il y’a un

plus grand risque de trouver des bactéries photogenes (SANDAYIGAYA et al. 1990).
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La forte contamination des poissons par les coliformes thermos tolérants peut
constituer un probléme de santé publique dans la mesure ou ces germes peuvent étre des
bactéries de report de contamination (HUSS. 1995) qui peuvent se revéte parfois tres

photogeénes.

Selon (SITTI, 2001) il y a une autre raison du risque sanitaire lie aux coliformes
thermo tolerent est la production de 1’histamine. Une amine biogéne résistante a la chaleur et

toxique pour I’homme.

Les analyses physico-chimiques et bactériologiques de 1’eau jouent un réle
important dans la détermination de sa qualité.(HASHEESH et al. 2011).

Les résultats du test de Challenge « survie » révélent que le taux de mortalité était de
10 % avec tous les doses d'Allium sativum en Revanche, le taux de mortalité de 40% est
observé avec les forte dose de I’OTC. Le taux de mortalité en groupe témoin était de 5 %.
Nous pouvons conclure que les régimes avec Allium sativum est bénéfique pour la survie d'O.

niloticus.

Au début du printemps et de I'automne et avec les changements de température, les
poissons sont affectés par les bactéries et les champignons, les antibiotiques sont donc utilisés
pour le traitement et la prévention des maladies. Les tétracyclines ont été classées au premier
rang des antibiotiques utilisés en Afrique, peut-étre parce que de leur large spectre, de leur
efficacité et de leur prix bon marché. Cet antibiotique est I'un des principaux médicaments
utilisés dans pisciculture, par voie orale, en bain ou par injection, pour lutter contre les

infections bactériennes(Darwish et al. 2013).

Ainsi, nous avons étudié l'efficacité de I'ail comme antibactérien ou comme
préventif mesure pour les maladies des poissons par rapport a ’OTC, qui est considére
cancérigene et tératogene, montrant une toxicité reproductive et de nombreux problémes de

résistance aux antibiotiques (Huddleston, 2014).

Des normes de sécurité microbiologique n'ont pas été établies pour les installations
de pisciculture aux Etats-Unis ni dans aucun autre pays producteur (Mckeon et al., 2001) et le
nombre total de bactéries oule nombre de coliformes avec des traitements antibiotiques ou a

I'ail n'a jamais été détecté.

Les résultats du comptage bactérien total ont révélé que la charge bactérienne dans

I'eau de l'aquarium était plus affectée par les régimes a I'Allium sativum que par le ’OTC et
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les régimes témoins; cependant, le nombre total de bactéries avec les derniers régimes était
inférieur en nombre a celui de ceux trouvé par Nedoluha et Westhoff (1997), qui ont rapporté
que le nombre de plaques aérobies chez les poissons l'eau de croissance était de
6,3x108UFC/ml dans des étangs avec une densité de peuplement de 11,49 de poisson/gallon
(3 g de poisson/l). Sugita et al. (1989) ont constaté que le nombre de bactéries dans I'eau de
croissance de les poissons-globes (Fugu niphobles) hébergés dans des aquariums en verre
variaient de 104 a 105 ufc/ml. Notre les résultats étaient similaires a ceux de (Shalabi et al
2001), qui ont montré que le total viable le nombre de bactéries dans I'eau fournie par les
systémes d'eau de l'unité dentaire variait de non détecté a 2.16x10*UFC/ml, et en désaccord
avec ceux d'Al-Harbi et Uddin (2003), qui ont rapporté que le nombre total de bactéries
viables était de I'ordre de 5,5+0,8X103 a2,4+1,2x103cfu/ml dans I'eau du bassin sans aucun

traitement ; ces valeurs étaient inférieures a nombre total de bactéries sous notre contréle.

Nombre total de FMAT et CTT trouves chez les tilapias nourris avec des régimes
complétés par Allium sativum et baignier dans I’OTC étaient inférieurs a ceux du groupe
témoin .I’OTC étaient plus efficaces pour réduire le nombre total de bactéries dans les
muscles et I'intestin que les régimes a base d'ail. Al-Harbi et Uddin (2003) ont rapporté que la
bactérie totale le compte de l'intestin du tilapia élevé dans un étang en terre était de
3,4+1,8x106 -5.8+0.4x107UFC/g, ce qui était supérieur a celui de notre étude.

Le dénombrement des coliformes dans l'eau avec des poissons nourris d'Allium
sativum et de I’OTC a été inférieur a celui de I'eau avec le groupe témoin ; les régimes a base
d'ail (0,6 g) et les doses de 50mg/1 et 100mg/l de I’OTC (régime de 30 mg/kg) et d'ail (régime
de 20 g/kg) était plus efficace que ceux des autres niveaux. Dénombrement des coliformes
totaux dans l'eau avec des poissons nourris a I'Allium sativum et chloramphénicol était
inférieur a celui rapporté par Mckeon et al.(2001) dans l'eau préfiltrée des systemes de
recirculation (108UFC/100ml), mais dans I'eau filtrée il était de 0,16 x 105UFC/100 ml, ce

qui concordait avec les résultats de cette étude.

Enfin, a partir des résultats obtenus, il pourrait étre recommandé que l'ail (Allium
sativum) peut étre utilisé comme promoteur de croissance et antibiotique pour le traitement
ou la prévention des maladies et pour améliorer la tolérance des poissons au stress
environnemental(Sivam et al., 2001)par conséquent, la poudre d'ail doit étre ajoutée au

régime alimentaire des poissons d'eau douce.
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Aucune salmonelle n’a été trouvée dans I’ensemble des échantillons analysés.
L’absence des salmonelles dans les poissons analysés est conforme aux prescriptions
normatives qui recommandent une absence de ce microorganisme pathogéne dans les
produits alimentaires (JORADP, 2017). A ce stade et d’aprés ces résultats microbiologiques

obtenus durant notre étude, on peut dire que les poissons du tilapia sont de bonne qualiteé.
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6. Résultats de détection des résidus des antibiotiques

Pour rechercher les résidus d’antibiotiques sur trois (03) échantillons ( des intestins,
des foies, et muscles) des poissons nous avons utilisé la méthode appelée « méthode des
quatre boites » ou encore « méthode des quatre plaques » par I’Agence Francgaise de Sécurité
Sanitaire des Aliments (AFSSA.2000).

L’utilisation des disques imprégnés de solution d’antibiotiques témoins pour chaque
milieu nous permet de vérifier la fiabilité de la technique, c'est-a-dire la bonne concentration
en microorganismes tests et la sensibilité de ces derniers vis-a-vis de I’antibiotique, ce qui

nous permet de déduire que les conditions opératoires sont crédibles.

La présence de la zone d’inhibition s’explique par la présence des résidus
d’antibiotiques dans les échantillons analysés qui ont migré dans le milieu, inhibant ainsi la

croissance des microorganismes tests autours du disque de Poisson (Pavlov et al., 2008).

En présence d'antibiotiques, les bactéries ne se multiplieront pas et une zone
d'inhibition apparaitra. Ce test est souvent trop peu sensible et a lecture difficile avec des
échantillons complexes (ex: organes) (SCIPPO M.L., 2006).

6.1. Résultats selon la famille d'antibiotique rechercher

6.1.1. Residus de tétracycline avec la bactérie pathogene Bacillus subtilis

Sur les trois(3) échantillons analysés (l'intestin, le foie, et muscle) avec différentes
dilutions d’antibiotique de tétracycline c’est-a-dire les concertations administrées lors de cette
étude, les résultats obtenus montrent la présence des zones d’inhibitions qui témoignent de la
présence des résidus d’antibiotiques (fig. 33).Pour les trois (3) échantillons sont positifs, qui

ont présentés des zones d’inhibitions comprises entre (6 et 25 mm). (Tab.7)

D’une maniére genérale, ces différentes concentrations de [I'antibiotique
(tétracycline-OTC) testés inhibe la souche étudiée (Bacillus) et entraine des diameétres qui
varient en fonction de la concentration de lI'antibiotique testé.

Nos résultats montrent que La souche Bacillus est plus sensible a I’effet de
I'antibiotique a concentration 50 ml avec un diamétre de17 mm Concernant a la concentration
(0.1 ml), la souche Bcillus est résistante , le diamétre de la zone d'inhibition est inférieur a

Imm.
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Pour les concentrations (100, 25, et 10ml) nos résultats montrent que la souche

sensible, avec des diamétres d'inhibition respectivement 11, 12 et 10mm.

Tableau 6: Résultats de résidus d'antibiotiques « Tétracycline » (méthodes microbiologique).

Aquari | OTC
Dilution OTC um Ech 1 Ech 2 Ech 3
C1=0.1ml Aq(E) * * * *
C2 =10ml Aq(D) 10 12 24 6
C3=25ml Aq(C) 12 6 9 13
C4 =50ml Aq(B) | 17 15 6 25
C5 =100ml Aq(A) 11 9 * 6

(*) : aucune zone d'inhibition >1mm, (Diamétre de la zone d'inhibition en mm).

Echl : intestin, Ech2 : Foie, Ech3 : Tissue(muscle).
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Figure33 : Résultats de détection des résidus d’antibiotiques « Tétracycline » dans
lesintestins, les foies, les muscles, des Bio-essais Oreochromis niloticus. (Aprés 48 h

d’incubation).

D’aprés les résultats représentés dans les tableaux, nous pouvons constater que
I’analyse microbiologique selon la méthode des quatre boites effectuées sur le foie, I'intestin
et le muscle de poisson, a abouti a un taux moyen de résidus d’antibiotiques par rapport a
I'étude de l'année passée, leurs résultats sont élevés(EL Mokli Nour EI Hoda et Soualhi
Rayene, 2022).Des études sur les résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires

d’origine animale ont été déja réalisées en Algérie, avec des méthodes qualitatives.

Comme leur nom [P’indique, les tétracyclines (OTC) possedent une structure
chimigue commune composée de quatre cycles hexacarbonés fusionnés en ligne, elles ont été
découvertes pour la premiere fois en 1945 (Chopra, I. et M. Roberts,2001), et depuis elles
sont utilises dans le control des infections bactériennes chez les animaux et chez les humains
(Victoria F, 2005).

En Europe, la consommation des agents antimicrobiens en médecine vétérinaire,

comme agents thérapeutiques serait de 3 494 tonnes, dont 2 294 tonnes sont des

61



Résultats et discussion

Tétracyclines,424 tonnes des macrolides, 322 tonnes des pénicillines, 154 tonnes
d’aminoglycosides, 43tonnes de fluoroquinolones et 75 tonnes d’association de sulfamides

avec le triméthoprime (Roach et al., 2015).

Au Royaume-Uni, ont trouvé que les tétracyclines sont les plus largement utilisés
comme composes antibactériens, suivies par les sulfamides, les béta-lactames, les macrolides,

les aminoglycosides et les fluoroquinolones (Bonjar, 2014).

En Europe, les taux de prévalence de la contamination des aliments d’origine
animale par les résidus de médicaments sont inférieurs a 1 % (CE, 2005). En Afrique, les
études actualisées relatives & la présence de résidus d’antibiotiques dans les aliments

d’origine animale sont tres limitées (Abiola.Fet al.,2005).

Les Bacillus sont généralement sensibles a 1'acide clavulanique, 1’amoxicilline, la
gentamicine, I’amikacine, la tétracycline. Ils sont souvent résistants a la lincomycine,
colistine et fréeguemment a la fosfomycine (Todar, 2003).

Les résidus d'antibiotiques dans les aliments sont une source de préoccupation
(Zeng, S et al.,1996), car ils présentent des risques pour la santé en raison des réactions
allergiques qui peuvent leur étre associees, de leur pouvoir cancérogéne et de l'augmentation
de la résistance des bactéries aux antibiotiques en médecine humaine (Sarmah, A.K et
al.,2006).
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Conclusion & Perspectives

Notre étude s’intéresse a la qualité microbiologique et alimentaire des poissons
d’aquaculture le Tilapia du Nil « Oreochromis niloticus » ayant subi une thérapie mixte
séparée, une a base d’antibiotique chimique 1’Oxytétracycline (OTC) avec des LMR OCDE
200 (0,1 ;10 ;25 ;50 ;100 mg/1) et ’autre par un régime alimentaire associé¢ a 1’extrait de 1’Ail
(Allium sativum,) déja testé dans la bibliographie (0,3 ;0,45 et 0,6 g).

L’examen microscopique de poisson, montrent la contribution en terme de dominance
(%) de la partie biologique des tilapias menacé par ’altération microbiologique est comme suit
tissus> branchie> intestin respectivement (57,14% ; 5,71% ; 7,14%). Par conséquent, on note
une nette prépondérance de Staphylococcus dans les intestins et les branchies respectivement
(95% ; 60%), suivi par le genre Klebsiella dans les tissus et branchies respectivement avec
(25% ; 20%).
Le profil de résistance aux a I’OTC et I’Allium sativum par ces souches (E. Coli ;
Klebsiella et S.aureus) a été déterminé par la
méthode de diffusion en milieu gélosé.

L’antibiogramme (OTC), montrent une sensibilité uniquement avec les souches
Klebsiella et S.aureus sont les trés sensible(++) a I'antibiotique tétacycline , avec des diametres
d’inhibition respectivement (41 mm et 40 mm ) . Avec la souche E. coli le diamétre d'inhibition

présente une sensibilité intermédiaire de taille 22mm.

La meéthode de diffusion en milieu gélosé, I’extrait d’Ail (Allium sativum), le
régime avec 0,3g présente, d’une part une sensibilit¢ de taille de 15mm et 20mm
respectivement avec les souches P. aeruginosa et S.aureus . La souche Klebsiella le diametre
d'inhibition est intermédiaire par rapport aux autres souches. D’autres part, une résistance est
soulevée avec les souches(E. coli, Streptococcus et Entérobacter) ,ou le diametre de la zone
d'inhibition est inférieur a Imm. Alors que le régime d’Ail (0,69), présente une sensibilité avec

P. aeruginosa, Entérobacter et E. coli respectivement [19 mm,15 mm et 12 mm].

La détermination de la CMI a montré que les concentrations de l'extrait utilisés
possedent une action moins inhibitrice de la croissance des souches testées par rapport a la

méthode de I'antibiogramme standard.
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Les résultats des analyses microbiologiques des échantillons du poisson et del’cau des
aquariums indiquant la présence de la flore totale aérobie mésophile (FMAT) et les coliformes

thermo tolerent (CTT) et aussi des Staphylocoques. Notant I’absence totale des salmonelles.

Globalement, la qualité microbiologique alimentaire de nos Tilapia exposés a I’OTC
et ’extrait de I’ail (Allium sativum) présente une Qualité sanitaire bonne, toutes numération
bactérienne quelques soit la thérapie est inférieure aux normes Algérienne la plupart des
denrées alimentaires issues des produits de la péche et de 1’aquaculture. Conformément a la
reglementation en vigueur (JORADP 2017).

Les résultats du test de Challenge « survie » révelent que le taux de mortalité était de
10 % avec tous les doses d'Allium sativum en Revanche, le taux de mortalité de 40% est observé
avec les fortedose deI’OTC. Le taux de mortalité en groupe témoin était de 5 %. Nous pouvons

conclure que les régimes avec Allium sativum est bénéfique pour la survie d'O. niloticus.

Le dépistage de résidus d’antibiotiques dans le foie, 1’intestin, le muscle des tilapia
traités par antibiotique (OTC) par la méthode microbiologique de référence dite les quatre
(04) boites, est POSITIF, cela veut dire qu’a ce stade les poissons sont impropre a la

consommation.

Nos résultats ont prouvé I’efficacité du pouvoir antimicrobien des deux régimes
(OTC et extrait d’Ail « Allium sativum »). En revanche, en ce qui concerne la salubrité des
denrées alimentaires d’origine animale, la phytothérapie est tres indispensable pour la

sauvegarde du bien étre animale et la santé publique.
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Annexes

Annexe 01: Résultats Morphométrique et pondérale de O. niloticus (LT : Longueur totale ;
WT : Poids totale).

Aquariums individus Longueurs LT (cm) Poids WT (g)

Traitement OTC

1 18.5 111
2 17.5 87
Aq (A)
3 13 35
1 17.5 95
2 17.5 08
Aq (B) 3 19 117
4 14 42
1 18 92
2 18 94
Aq (C) 3 17 84
4 17 87
1 16 79
2 15 68
Aq (D)
3 16 70
4 16 70
1 15 57
2 16 71
Aq (E)
3 16.5 95
4 15.5 69

Aq (F) 1 17 82



Aq (G)

Aq (H)

Aq
(temoin)

17

13

17

16

17

16

16

18

17

18

14

18

17

85

37

88

68

74

72

73

85

81

87

50

104

85



