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RESUME

La pisciculture est un secteur d’activité important dans 1’environnement camerounais,
car elle contribue a la sécurité alimentaire et stimule le développement économique et social.
Le poisson constitue environ 9,5% des besoins alimentaires (car riches en protéines) des
populations camerounaises. Toutefois, il est sujet d’exposition a de nombreux contaminants a
I’instar des bactéries du genre Vibrio avec une particularité de production de biofilms résistants ;
ce qui augmente les risques De contamination alimentaires ou d’infections cutanées et de
septicémies chez le poisson. Ce travail avait pour objectif général, d’évaluer 1’activité
antibactérienne et anti biofilm des extraits aqueux des Streptomyces spp vis-a-vis des Vibrio
spp. contaminants 1’espéce Clarias gariepinus. Pour se faire, deux Vibrio spp. ont été isolés de
Clarias gariepinus ensuite caractérisés et soumis a I’activité inhibitrice des extraits de douze

(12) isolats de Streptomyces spp.

Les résultats obtenus montrent que deux isolats de Vibrio s’apparentant aux especes de
Vibrio cholerae (IsG) et Vibrio vulnificus (I11V) sur la base de leurs caractéristiques
macroscopiques et leurs traits biochimiques, contaminent principalement 1’espéce Clarias
gariepinus. Chacun des isolats produisant le maximum de biofilm le 5™ jour de culture avec
une production plus importante pour 1’espéce 13G. Sur les douze (12) extraits de Streptomyces
spp. testés, six (06), ont pu inhiber la croissance in vitro de I’espece 13G ; Bel-12 et Ker-2 ayant
produit des diameétres d’inhibition respectifs de 24,0+1.4 mm et 23,5+2,1 mm. Les extraits
aqueux de ces isolats ont relevé que seul I’extrait de Ker-2 a partir de la concentration de 0,05
ml d’extrait /ml de milieu permet d’inhiber la formation du biofilm de I’espéce 1sG ; Bel-12
étant incapable de le faire aux concentrations testées. Ce travail montre ainsi qu’en utilisant les
extraits de Streptomyces spp. dans 1’élevage du poisson on peut réduire la formation des
biofilms chez I’espéces Clarias gariepinus et réduire ainsi les risques de vibriose chez ce

dernier.

Mots clés ; Vibrio spp. , Clarias gariepinus, biofilms, Streptomyces spp., pisciculture
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ABSTRACT

Fish farming is a significant activity in Cameroon, as it contributes to food security and
stimulates both economic and social development. This form of aquaculture is particularly
important because fish constitute approximately 9.5% of food needs of Cameroonian
populations. However, it is also susceptible to numerous contaminants, like bacteria of Vibrio
species with a specific characteristic of developing resistant biofilms. These biofilms increase
the risks of alimentary infections or cutaneous and septicemic diseases in fish. This study aimed
to evaluate the antimicrobial and anti-biofilm activity of Streptomyces spp. extracts against
Vibrio spp. isolated from Clarias gariepinus. To achieve this, Vibrio spp. was isolated from
Clarias gariepinus, then characterized and subjected to the inhibitory activity of twelve (12)
Streptomyces spp. isolates.

The results obtained show that presumptive Vibrio species, appearing as Vibrio cholera
(1sG) and Vibrio vulnificus (I1:V) based on their macroscopic characteristics and biochemical
traits, contaminates Clarias gariepinus. Each of the isolates produced maximum biofilm on the
5™ day of culture with significant IsG production. Amongst the twelve (12) Streptomyces spp.
extracts tested, only six (06) could inhibit the in vitro growth of Vibrio 13G; Bel-12 and Ker-2
were the most active, with inhibition diameters of 24,0+1.4 mm and 23,5+2,1 mm respectively.
The aqueous extracts of these isolates also revealed that the Ker-2 extract, at a concentration of
0,05ml extract /ml, permitted the inhibition of biofilm formation by IsG; Bel-12 extracts were
incompetent at tested concentrations. This work highlights that using Streptomyces spp. extracts
in fish farming could reduce the formation of biofilms in Clarias gariepinus and thereby
decrease the risks of vibriosis in this sector.

Keywords ; Vibrio spp. , Clarias gariepinus, biofilms, Streptomyces spp., pisciculture
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NTRODUCTION




Les poissons sont riches en éléments nutritifs et de ce fait, constituent une source de
protéines majeures dans 1’alimentation humaine. Selon les travaux de Kenfack et al. (2019), le
poisson représente environ 9.5% des besoins alimentaires de la population Camerounaise, ou il
est la principale source de protéines d’origine animale. Entre les années 2016 et 2020, on assiste
a une multiplication des sites de piscicultures dans plusieurs quartiers des villes camerounaises
de 1,1% et 7,6% (MINEPIA, 2021), conséquence de la pression faite par I’augmentation de la
population et de la politique de I’import substitution pronée par I’Etat du Cameroun.

Toutefois, la production du poisson est sujette d’exposition a de nombreux contaminants,
tels que les microorganismes pathogénes incluant les bactéries, les champignons, les parasites
et les virus (Moreira et al.,, 2021). Ces microorganismes augmentent les risques de
contaminations alimentaires liées a la consommation d’aliment a base de poisson. Cependant il
existe une dizaine d’espéce pathogéne de Vibrio qui sont a ’origine des maladies d’origine
alimentaire dont les plus citez sont V. vulnificus, V. parahaemolyticus et V. cholerae, qui
appartient au groupe des bactéries, et sont souvent associé a plusieurs gastroentérites,
d’infections cutanées et des septicémies chez I’homme (Ignace et al., 2015). Les espéces du
genre Vibrio sont reconnues pour leur capacité a former des biofilms. Ces biofilms sont une
communauté bactérienne trés complexe et résistante qui contribue a leur persistance et virulence
dans I’environnement.

Compte tenu des risques que peuvent représenter les biofilms en pisciculture, notamment
dans la survenue des vibrioses chez le poisson, différentes méthodes de lutte contre ces formes
de résistance sont souvent proposées. C’est le cas de : 1'utilisation d’antibiotiques, extraits
d’huile ou de désinfectants chimiques pour le traitement des surfaces (Dillenseger, 2019).
Cependant, bien que parfois efficaces, I’utilisation abusive d’antibiotiques et d’extraits d’huile
peuvent contribuer a la propagation des mécanismes de résistances des microbes, ceci par
mutation ou par sélection (Raissy et al., 2012).

Par ailleurs, pour contourner toutes les méthodes précédentes du fait de leurs limites, les
méthodes de bio-contrdles par utilisation des microorganismes a ’instar des bactéries du genre
Streptomyces spp sont proposées. En effet, les actinobactéries du genre Streptomyces sont
connus pour leur capacité a produire une diversité de métabolites secondaires bioactifs et
représentent a cet effet une source prometteuse de composés antimicrobiens (Bérdy, 2005).
Cette étude a donc pour objectif général d’évaluer 1’activité antibactérienne et anti biofilm des
extraits aqueux des Streptomyces spp vis-a-vis des Vibrio spp. isolés de Clarias gariepinus.

Plus spécifiquement il s’agira de :
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1) Evaluer la capacité de formation in-vitro des biofilms par les isolats de Vibrio
spp.
2) Cribler les Streptomyces spp. capables d’inhiber Vibrio

3) Evaluer I’activité anti biofilm des extraits aqueux des isolats de Streptomyces
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CHAPITRE 1 :
REVUE DE LITTERATURE




1.1. GENERALITE SUR LE POISSON D’EAU DOUCE
1.1.1 Description et classification des poissons d’eau douces.

Les poissons d’eau douce sont des espéces aquatiques qui vivent dans des eaux dont la salinité
est tres faible. On les retrouve dans presque tous les cours d’eau tels que les estuaires, les
torrents, les grandes rivieres, les lacs profonds, les fleuves et les ruisseaux. 1l existe différentes
especes de poissons d’eau douce qui appartiennent a différentes familles comme démontré sur
le tableau 1. On peut retrouver des especes tels que ; Clarias gariepinus, Salvelinus alpinus,
Cyprinus carpio, Misgurnus fossilis, Silurus glanis, Tilapia zili, Gobio gobio et bien d’autres
(Jean et al., 2013).

Tableau 1. Famille de poissons d'eau douce (Planquette, 1996)

Famille Exemple d’espéces

La famille des présidés Le silure, le brochet, le sandre, la perche, le black-bass

La famille des salmonidés Les truites, saumons de fontaine, les truites de mer

La famille de cyprinidés La carpe, la tanche, le barbeau, le chevesne, le gardon

Famille des Acipenséridés
Famille des Clupéideés
Famille des Esocidés
Famille des Cobitidés
Famille des siluridés
Famille des Ictaluridés
Famille des gasteroteidés
Famille de Cyprinodontidés
Famille Poecilidés
Famille Mugilidés
Famille des Gadidés
Famille des Centrarchidés
Famille des Percidés
Famille des Cottidés

Familles des Claridae

Esturgeon de Sibérie
Alose

Brochet

Loche épineuses
Silure glane

Poisson chat
Epinochette
Aphanius d’Espagne
Gambusie

Mulet doré

Lot de riviere
Perche soleil

Sandre

Chabot

Poisson chat Africain
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1.1.2 Mode d’alimentation des poissons d’eau douce

1.1.2.1 Aliments naturels et aliments supplémentaires

Les poissons d’eau douce en milieu naturel se nourrissent d’algues, de crustacés,
d’insectes et de détritus. Leur comportement alimentaire varie en fonction de leur stade de
croissance. lls consomment environ 40% de poissons et d’insectes, d’autres consomment du
phytoplancton, des mollusques, des arachnides et autres. (Blé et al., 2008). L’étang est un
habitat qui joue un rdle important dans la croissance du poisson car ¢’est une source naturelle
de nutriment pour le poisson. Toute fois des déchets organiques locaux peuvent étre utilisés
comme aliments supplémentaires pour les poissons, notamment des aliments tels que le riz
concassé, les miettes de pain, les céréales, les résidus de céréales, les farines de mais, I’herbe
de Guinee, les fruits, les 1égumes, les tourteaux d’arachides, le soja et les déchets brassicoles
(Epiphane et al., 2016).

1.1.3 Cas d’espéce de Clarias gariepinus
1.1.3.1 Classification

L’espéce Clarias gariepinus est classifié selon le tableau 2 ;

Tableau 2. Classification systématique de Clarias gariepinus (Poll et Gross, 1995)

Régne ..., Animal

Embranchement : .................. Cordé
Sous-embranchement................ Vertébres
Super-classe..........oceviiiiiiiniinnnn.. Osteichtyens
Espece....oovviiiiiiiiiiii Clarias gariepinus
ClasSe.....ouveiriie e, Actinoptérygiens

OFdre. ..o, Siluriformes

Famille ..o Claridae

GeNIE. ..ttt e Clarias

ESPECE oo Clarias gariepinus

1.1.3.2 Morphologie de Clarias gariepinus
Clarias gariepinus est un poisson avec une coloration noire assez prononcée au brun
claire (figure 1). 1l a des taches aux nuances vert olive et grises a la partie inférieure de la téte
et de I’abdomen blanc qui va jusqu’a 1’extrémité des nageoires rougeoyants. Il a une grosse téte
solide orientée vers le bas. La nageoire anale s’étend de la base de 1’anus a celle de la nageoire

caudale. Clarias gariepinus contient quatre paires de longs barbillons filamenteux. En outre
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certains de ces organes (organe labyrinthique) fonctionnent comme des poumons et permettent
aux claridés la respiration aérienne dans des conditions pauvres en oxygene (Na-Nkorn et
Brumet, 2009).

Nageoire dorsale

Barhillons

2 nageoires -
«r Nageoire
ctorales ; $
pe Nageoire anale caudale

Barbillons
mandibulaires
2 nageoires
pelviennes

Figure 1. Structure et anatomie de Clarias gariepinus. (Na-Nkorn et Brumet, 2009).

Figure 2. Image de Clarias gariepinus (male et femelle) (Na-Nkorn et Brumet, 2009).

1.1.3.3 Alimentation de Clarias gariepinus
L’espéce Clarias gariepinus souvent qualifiée d’omnivore se nourrit des débris de

végétaux, des insectes terrestres, des macros invertébrées, du plancton, des plantes, de fruits, et
de crabes. Son régime alimentaire en milieu naturel est composé des aliments tels que des
insectes, des micros invertébrés comme des larves d’insectes, les mollusques et les araignées.
En milieu d’élevage son régime alimentaire est trés différent. Il est composé de Nauplie
d’Artémia, d’aliments artificiels comme des fermes fabriquées a base de sous-produits
agricoles, ou d’aliments commerciaux. Ces aliments se présentent sous forme de farine, des
miettes ou des granules dont la taille varie en fonction de la taille du poisson (Bwirabuciza, et
al., 2024).

1.1.3.4 Intérét économique et nutritionnel de Clarias gariepinus
On enregistre un record mondial de 214 millions de tonnes en 2020 sortant des productions
halieutiques et aquacoles. Ce résultat est en grande partie grace au développement de

I’aquaculture en Asie. Selon les estimations, le secteur primaire aquacole emploie 58,5 millions
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de personnes. Ceci dit, incluant les travailleurs et le secteur secondaire on estime environ 600
millions d’individus qui dépendent de la péche et de ’aquaculture. Les produits halieutiques et
aquacoles ont généré environ 151 milliards de dollars Américain en 2020 (FAO, 2022). Selon
la FAO, en Afrique le poisson est un aliment trés important car, il contribue a 1’amélioration du
statut nutritionnel de la population et a la sécurité alimentaire. Au Cameroun, le poisson est un
aliment avec une valeur nutritionnelle intéressante car il est la source de protéine animale la
plus consommée pour plus de 11 millions d’habitants. Il représente environ 44% de source de
protéine et 7,6% des apports en protéines totales. Le poisson est riche en acides gras
polyinsaturés, en micronutriments essentiels tels que le zinc, calcium, iode, protéine, fer,
sélénium et vitamine (A et D et B). Il permet de garantir un équilibre nutritionnel & la population
(Elvis et al., 2021). On y retrouve également chez les poissons des omega-3 & longues chaines
nécessaires pour le bon développement du cerveau. Des experts s’accordent a dire que la
consommation des poissons participe au développement optimal du systeme neuronal et du
cerveau des enfants de ce fait, il est trés important que les femmes enceintes en consomment
(FAO, 2016).

1.1.4 Place de la pisciculture au Cameroun

Au Cameroun la production aquacole est a la fois une source de revenu pour le pays et
source d’emploi. Elle contribue & 44% aux besoins nutritionnels de la population en protéines
animales. On estime que les 2/3 de la population tirent leurs revenus des activités d’élevage et
de la péche. De plus, la production aquacole est passée de 4 400 tonnes par an en 2016 a 9100
tonnes en 2019. Des chiffres trés intéressants qui peuvent croitre au fil du temps (Nana et
Tchoffo, 2024). Sur le plan économique la culture des poissons d’eau douce est une composante
majeure de la pisciculture mondiale et revét une importance économique croissante. En 2015
selon la FAO la production mondiale halieutique (poissons, crustacés, mollusques) était de170

millions de tonnes pour I’aquaculture dont 70% en eau douce et 30% en eau de mer et saumatre.

1.1.5 Problemes liés a la survie du poisson en pisciculture

Il existe différents problemes liés a la survie du poisson parmi lesquels les facteurs de stress
qui affectent la survie des poissons. On peut y citer entre autres, une alimentation inadéquate,
des substances toxiques, et des attaques d’organismes pathogénes (Rimstad et al., 2011). Les
différents microorganismes qui causent des maladies chez les poissons en pisciculture sont
listés dans le tableau 3. Les bactéries qui causent les maladies aux poissons sont dues a la
détérioration de la qualité de I’environnement, aux chocs et aux blessures qui surviennent lors

des manipulations.
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Tableau 3. Causes des maladies de poissons en pisciculture (Rimstad et al., 2011).

Groupe de microorganisme Microorganismes responsables

) Virus des salmonidés
Virus ] o
Virus des Cyprindés

Salmonicida furonculose
Aeromonas hydrophila
Vibrio

Bactéries

Mycobactérium
Streptococcus
Ichthyopthirius multifilis
Aphanomyces
Saprolegenia

Parasites Achlya
Calyptratheca
Pythiopsis
Thraustotheca
Leptolegnia

Champignons )
Leptomitus

1.2. GENERALITES SUR LE PATHOGENE BACTERIEN DU POISSON D’EAU
DOUCE

1.2.1 Description et classification
1.2.1.1 Description

Les espéces du genre Vibrio sont des bactéries ubiquitaires a gram négatif, ayant une
forme en batonnet incurveés. Ces bactéries possedent des flagelles polaires avec gaines. Elles
sont trés mobiles, non sporulant et anaérobies facultatifs. Ses tests biochimiques réveélent qu’ils
sont positifs a ’oxydase et a la catalase. Les bactéries du genre Vibrio se caractérisent par leur
caracteére halophile, car elles peuvent supporter des teneurs en NaCl allant jusqu’a 10% mais
restent trés sensibles aux variations du pH. Cependant d’autres espéces de Vibrio peuvent se
développer en absence de NaCl, a savoir ; Vibrio cholerae, Vibrio mimicus (Mohammadjavad,
2013).
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Les Vibrio ont pour habitats de 1’eau douce, des eaux cdtieres, des estuaires, des lacs,
des rivieres, des eaux de mer et des étangs. Ils poussent sur différents milieux tel que
Thiosulfate-Citrate-Bile-Saccharose (TCBS) avec des couleurs de colonies bleu-vert, et des
colonies jaunes de 2-4mm. Sur Chrom-Agar les especes de Vibrio se caractérisent par des
colonies de couleur mauve, bleu-vert a bleu turquoise, tandis que sur gélose nutritive les

colonies de Vibrio sont transparentes (Angela et al., 2010).

1.2.1.2 Classification

Les Vibrio sont des espéces issues de la famille vibrionaceae, avec pour ordre
taxonomique Vibrionales et de genre Vibrio. Les espéces de Vibrio les plus courantes dans les
infections des poissons sont Vibrio.harveyi, V. parahaemolyticas, V. mimicus, V. vulnificus, V.
alginolyticus, V. cholerae (Tilusha et al., 2023). Le tableau 4 présente la classification de

Vibrio spp.

Tableau 4. Classification systematique de Vibrio spp.

Régne.........ooevvvviiiiiiiinn, Pseudmonadota
Embranchement ...........................Protobacteria
ClaSSC...veevveeeeeieereeeeeete et e Gammaproteobacteria
Ordre &, Vibrionales
Famille : ..o Vibrionaceae
GBI & e Vibrio

1.2.2 Causes et manifestations de la maladie bactérienne (vibrioses)
Vibrio spp. est un pathogene récurrent dans le secteur aquacole. Ces espéces sont des causes
majeures de la maladie appelée la vibriose chez les poissons ou les alevins qui sont les plus

exposés. (Tilusha et al., 2023).

En effet la maladie se développe dans le poisson grace a I’interaction avec le pathogeéne. Ce
dernier se retrouve dans 1’eau via le canal de la dégradation environnementale. Comme cause
on peut citer, les changements climatiques, I’eutrophisation en milieu naturel et la mauvaise
pratique d’hygiéne. La capacité pour un microorganisme de survivre dans un environnement
sans dépendre de son héte fait de celui-ci une espece redoutable dans le secteur aquacole (Ina
etal., 2019).
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La température, la matiére en suspension, le pH, le gaz toxique et les parasites externes sont
des facteurs qui favorisent le processus pathologique. La charge excessive en nutriment dans
les bassins est un autre facteur qui favorise la croissance microbienne et 1’invasion des agents

opportunistes.

En aquaculture les maladies se manifestent par des septicémies hémorragiques et des nécro-
hémorragiques. Ainsi, la bactérie se multiplie d’abord dans les foyers infectieux locaux et
externes. Ce qui est a I’origine d’hémorragies, d’ulcéres cutanés, et de nécroses des nageoires.
Elle peut aussi se développer dans des foyers d’infections internes, provoquant des anémies,
exophtalmiques et des ascites. Lorsque les défenses naturelles du poisson sont affaiblies la
bactérie colonise les tissus, ce qui conduit a la mort du poisson. Dans certains cas 1’on assiste a
des infections prolifératives externes. Ces derniéres évoluent chroniquement et provoquent une
hyperplasie des lamelles branchiales, ce qui affecte les fonctions respiratoires et conduit a la

mort du poisson.

Les infections prolifératives profondes aussi rencontrées évoluent de facons lente et
chronique provoquant des réactions hypertrophiques et hyperplasiques qui se manifestent par
des granulomes des organes (Jean et al., 2007).

1.2.3 Risques associés a la présence de Vibrio en pisciculture

Les bactéries du genre Vibrio représentent une menace sérieuse pour la pisciculture car ces
microorganismes peuvent causer des maladies graves chez les poissons d’élevages, entrainant
ainsi des pertes économiques considérables pour les pisciculteurs (Brian et al., 2016). Certaines
especes de Vibrio tels que Vibrio parahaemolyticus et Vibrio vulnificus sont tres pathogénes
pour I’homme car elles peuvent causer des infections gastro-intestinales et des infections de la
peau. En effet ces infections surviennent généralement aprés ingestions des fruits de mer
contaminés cru ou mal cuits ou par un contact avec une plaie ouverte avec de I’eau contaminée.
L’infection a vulnificus, peut étre tres grave chez les personnes immunodéprimeées, avec des

risques de septicémie (Desmarchelier, 1997).

1.3. GENERALITES SUR LES BIOFILMS
1.3.1 Définition

Un biofilm est une communauté microbienne sessile, qui existe sous forme de cellules
attachées de maniere irréversible a un substrat ou une interface. Il est conditionné dans une
matrice de substances polymériques extracellulaires. Les substances polymériques

extracellulaires (EPS) sont responsables de I’intégrité de la structure tridimensionnelle des
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biofilms et de leur protection contre les conditions défavorables de I’environnement (Kathirvel
et al.,2020).

1.3.2. Composition et écologie inter membranaire des biofilms
La matrice du biofilm est majoritairement composee de 97% d’eau. Elle est aussi
constituée de polysaccharides, de lipides, acides nucléiques, d’agents tensioactifs, des

glycolipides et de cations (Flemming et al., 2010).

La stabilité du biofilm dépend essentiellement de I’EPS, qui permet son adhésion a la
surface. L’alginate, L’EPS, les protéines, et les lipides contenus dans la matrice sont des
éléments essentiels dans la colonisation d’une surface. La matrice du biofilm est aussi composée
de canaux de transport pour I’oxygéne et les éléments nutritifs nécessaires aux bactéries du

biofilm (Flemming et al., 2010).

1.3.3. Mécanisme de formation

La formation des biofilms, est repartie en quatre étapes (figure 7) : 1’adhésion, la
croissance, la maturation et la dispersion. La formation initiale passe par le conditionnement
des films. C’est une étape importante pour 1’adhésion microbienne sur les différentes surfaces.
L’étape initiale permet de dégrader les substances physico-chimiques du substrat ce qui permet
I’initiation du processus d’adhésion. La nature de la surface de formation du biofilm joue un
role important dans le processus d’adhésion. Les surfaces rugueuses permettent une meilleure
adhésion par rapport aux surfaces lisses. Les surfaces en plastiques montrent une forte capacité
d’adhésion par rapport au métal ou aux objets en verres. La tempeérature du milieu et la
concentration en nutriment favorisent la fixation du biofilm lorsque la vitesse du flux est élevée.

Le flagelle des bactéries favorise I’attachement a la surface (Tremblay et al., 2014).

+ Adhésion a la surface

Des bactéries se fixent initialement a une surface impliquant des méthodes
d’attachement passives tel que les forces de Van der waals, la charge électrostatique,
I’interaction hydrophobe et le mouvement Brownien. Cette fixation est faible et réversible. Si
la bactérie n’est pas en capacité de se mouvoir alors, ce sont principalement les mécanismes
intrinséques a la paroi qui interviendront dans le mécanisme d’adhésion. Si la bactérie est
mobile, alors les appendices interviendront également dans le processus. L’adhésion a lieu en
deux phases, une adhésion réversible au début et une adhésion irréversible lors de la production
de EPS (Kathirvel et al.,2020).
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+ Croissance

Si les conditions sont favorables, les bactéries commencent a produire des structures
bactériennes d’adhérence plus fortes comme les adhesines, pili et fimbriae. Durant cette periode
les bactéries sécretent des composants de la matrice extracellulaire polymérique (EPS) qui

permettra un encrage plus stable et une transition vers 1’attachement irréversible a la surface.

Elle aboutit a la formation de nouvelles micro-colonies a couches multiples, qui vont s’associer
au sein d’une matrice d’exopolysaccharide. La croissance du biofilm est initiée par le mécano
transduction au sein des bactéries, mais aussi par un signal chimique contenue dans la matrice

d’exopolysaccharide (Jamal et al., 2018).
* Maturation

La maturation fait intervenir les canaux aux seins de la matrice d’EPS. Il se comporte
comme un systéme circulatoire qui distribue I’oxygéne, 1’eau, les nutriments et évacue les
déchets. Les molécules dites auto-induites secrétées par les bactéries, circulent également et
permettent la communication par quorum sensing (QS). A la fin de 1’étape de maturation, le
biofilm devient un milieu multi résistant. L’organisme dans ce milieu montre une sorte de
résistance vis-a-vis de I’immunité de 1’hote aux traitements médicamenteux et a la dessiccation

(Tremblay et al., 2014).
+ Dispersion

La dispersion est initiée par différents facteurs de stress mécaniques ou par un manque
de ressources. Les facteurs tels que le cisaillement ou 1’abrasion peuvent par un flux de liquide
détacher des morceaux de biofilms contenant des bactéries. Lorsque le biofilm atteint une
épaisseur, I’étape de dispersion est induite par un vieillissement du biofilm, par un stress ou une
carence. Seules les cellules sous la forme planctonique sont libérées. Le changement
phénotypique permettra le détachement des micro-organismes, ainsi vas favoriser la
colonisation des nouvelles surfaces (Clutterbuck, 2007). La dispersion est divisée en deux

actions ; une dispersion passive et une dispersion active.

La dispersion passive est liée a une force physique exercée au biofilm. Elle est composée
de trois différents processus notamment ; le relargage, 1’érosion et I’abrasion. Le relargage est
une perte rapide et massive du biofilm, alors que 1’érosion correspond au détachement continu
des cellules individuelles ou aux plus petites parties du biofilm. Par contre I’abrasion est un

détachement di a la collision de particules fluide du biofilm.
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La dispersion active est contr6lée par les mécanismes biologiques. Elle est provoquee
par les enzymes qui permettent le détachement des micro-organismes. Ces enzymes dégradent
la matrice cellulaire du biofilm. La dispersion du micro-organisme dans un milieu est
accompagneée par une induction des genes impliqués dans la mobilité des flagelles (Sauer et
al.,2002).

= Bactéries

Signaux planctoniques
environnementaux Y
o G
Approche de la surface S 0 00 0
mobilité flagelle O
¢ gelle) g el i
Q0 o
S 0
Adhérence initiale h% Wi ” ) )
(Cup, adhésines) = ", 7 > - e

n Différenciation en biofilm
Rassemblement,

formation de micro-colonies

(pilide type IV)

Figure 3. Etapes de formation d’un biofilm bactérien sur une surface immergée (Filloux et
Vallet, 2003)

1.3.4. Propriétés de résistance des biofilms

L’une des caractéristiques principales des biofilms qui les différencient de leur
équivalent planctonique, est leur capacité a survivre au sein d’environnements hostiles. Ces
derniers deviennent ainsi une réelle préoccupation car ils sont responsables des infections en
milieux hospitalier, dans le secteur alimentaire et présentent une capacité accrue a survivre a de

fortes concentrations en antibiotiques (Lebeaux et al., 2014).

Plusieurs facteurs sont responsables de la résistance ou de la tolérance des biofilms face
aux antimicrobiens. La matrice composeée d’EPS agirait comme une barriére empéchant la
diffusion des agents antimicrobiens. La plus grande résistance associée aux biofilms est d0 au
fait que les nutriments et 1’oxygéne ont du mal a traverser le biofilm, ce qui peut ralentir le
métabolisme des bactéries et entrainer a un état de dormances de certaines bactéries. La
disposition spatiale des microorganismes au sein d’un biofilm mature favorise probablement le
transfert horizontal des génes et ainsi 1’augmentation de la résistance aux antibiotiques et

d’autres facteurs de virulence (Lewis, 2008).

1.3.5. Conséquence de la présence des biofilms en pisciculture
Au sein des biofilms, les microorganismes développent des caractéristiques spécifiques

tels que la modification phénotypique, la surproduction d’exo polyméres, la favorisation des
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communications chimiques intra-espece et inter-espéce. Le biofilm est le mode de vie principal

des bactéries aquatiques et terrestres. Il représente environ 90 a 99% de la biomasse bactérienne.

Les biofilms en milieu aquatique ont pour conséquence 1’accumulation des éléments
toxiques comme le mercure, le sélénium ou I’arsenic, ce qui crée des zones pauvres en OXygene
dans les lacs, les riviéres et les zones cétiéres, provoquant une eutrophisation des milieux
(Géraldine et al., 2010).

1.3.6. Gestion de la formation des biofilms en pisciculture
> Lutte physique
C’est une action mécanique dans le but de nettoyer les souillures des surfaces.

» Lutte chimique

Le traitement chimique utilisé ici, est pour 1’élimination du biofilm en enti¢reté a 1’aide
de diverses substances chimiques notamment, le vert de malachite, le permanganate, le
potassium, la soude, I’alcool, qui sont utilisées pour lutter contre 1’agent pathogéne, ainsi que
les organophosphoreés, les organochlorés. Ceux-ci en effet, provoquent des dégats au niveau des
organes vitaux du poisson a cause de leur caractére toxique (Kone, 2015). Aussi les détergents
enzymatiques comme les protéases, les lipases ou les amylases aident dans la dégradation de la

matrice exopolysaccharide.

> Lutte biologique

Selon les chercheurs, les composés dérivés des extraits d’huiles, réduisent la croissance
bactérienne et ainsi inhibent la formation des biofilms. Les études ont aussi montré que les
polysaccharides et la nisine peuvent aussi inhiber la croissance des biofilms a travers la
modification des propriétés physiques des deux surfaces abiotiques. En effet, I’utilisation de la
nisine qui est une protéine extracellulaire produite par les souches de lactococcus lactis favorise
la formation des pores dans la membrane cellulaire des bactéries, ce qui conduit a la lyse

cellulaire et la mort de ces bactéries (Dillenseger, 2019).

Le traitement grace aux acides organiques permet de lutter contre la formation des biofilms.
Par contre, I’effet antimicrobien des acides organiques est conditionné par de nombreux
facteurs chimiques parmi lesquels on a la chaine latérale des cellules, I’hydrophobicité ou la

longueur de la chaine.
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1.4. GENERALITES SUR LES STREPTOMYCES

1.4.1. Description et classification
Les microorganismes du genre Streptomyces sont des espéces bactériennes aérobies,
filamenteuses, a gram positif avec une croissance mycélienne et dont le matériel génétique

contient plus de 70% de guanine-cytosine (Jhon, 2022).

Les colonies bactériennes du genre Streptomyces s’identifient par une morphologie
opaque, rugueuse, et non étalée. Elles sont généralement incluses dans la gélose (figure 8). Les
colonies de Streptomyces sont caractérisées par une croissance lente, et forment des mycéliums
aériens et de substrats. Certaines souches produisent des pigments diffusibles et ont une
température de croissance qui varie entre 25-35°C. Ils sont trés répandus dans les écosystémes
terrestres et aquatiques. Dans le sol ces espéces représentent environ 1 a 20% du nombre total

d’organismes Viables.

Les Streptomyces jouent un réle important dans les processus de biodégradation et bio
remédiation car ils sont impliqués dans le renouvellement de la matiere organique. Ces bactéries
peuvent utiliser des matiéres organiques complexes grace a la synthese de diverses enzymes
telles que les cellulases, les xylanases, les chitinases, et les pectinases. Le nombre de

Streptomyces dans le sol est influencé par des conditions telles que le pH, la température, la

quantité de matiere organique, et I’aération (Sylvia, 2022).

Figure 4. Caractéristiques macroscopiques et microscopiques de Streptomyces
(Gopalakrishnan et al., 2020)
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Tableau 5. Classification systématique de Streptomyces (Ruan et Jisheng, 2013)

ReEgNE & o, Bactérie

Embranchement : ............................ Actinobacteria

ClassSe : ... Actinomycetia

Ordre : e Actinomycetes

Famille @ ... Streptomycetaceae
GBNIE & ettt e e e e e e et e e e s s OLFEPTOMYCES
ESPBCES & et Streptomyces spp.

1.4.2. Intérét de Streptomyces

Les Streptomyces sont reconnues pour produire des composés antimicrobiens, des
enzymes, des sidérophores, et acides organiques. lls sont impliqués dans la bio remédiation des
milieux environnementaux contaminés, dans la fixation de 1’azote atmosphérique et la
solubilisation des phosphates. Certains produisent des métabolites secondaires pendant la phase
stationnaire de croissance. Les Streptomyces possédent la capacité de produire des antibiotiques
a large spectre et des composés organiques volatiles. Ces différents composés agissent contre
le pathogéne en détruisant leurs cellules membranaires, ce qui entraine la rupture de la
communication entre les cellules pathogénes. Aussi, les Streptomyces contiennent une grande
variété d’enzymes qui dégradent la paroi des microorganismes pathogénes. En aquaculture les
souches de Streptomyces ont la capacité de produire des composés antagonistes pour créer une
zone de compétition pour les nutriments et ainsi crée un espace pour I’inhibition du pathogéne
(Sandra, et al., 2021)

1.4.3. Caracteres morphologiques

Les Streptomyces produisent des mycéliums aériens et végeétatifs, ont une paroi et
forment des chaines de spores non mobiles dans un fin fourreau fibreux (figure 9). Ainsi les
hyphes et les filaments se différentient pour former des chaines de conidiospores asexuées. Les
conidies de chaque chaine sont pigmentées et peuvent étre lisses, velues ou epineuses. On
identifie les Streptomyces par leurs caractéres morphologiques incluant 1’utilisation des
glucides, leur syntheése de la mélanine, la réduction du nitrate, I’hydrolyse de 1’urée et I’acide

hippurique (Jodi et al.,2019).
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Figure 5. Cycle de développement de Streptomyces sur milieu (Jodi et al.,2019)

1.4.4. Caracteres culturaux

Les Streptomyces sont des mésophiles de base mais certaines souches peuvent étre des
psychrophiles ou thermophiles. lls se développent dans les milieux supplémentés par une
variété de source de carbone organique avec des températures optimales de croissance qui
varient entre 25°C et 35° C et des pH compris entre 6,5 et 8,0. Leurs croissances nécessitent
une source d’azote inorganique car la présence de celui-ci en quantité élevée dans le milieu
permet au mycélium aérien de se différencier pour produire des conidiospores. Lorsque la
culture de Streptomyces est faite a partir d’un ensemencement des conidiospores, la croissance
débute par la production d’un mycélium végétatif suivi par la formation d’un mycélium aérien.
Ce qui conduit a la production des conidiospores dont les conidies prennent des pigments bleu,

gris vert, rouge, violet ou jaune en fonction de la composition du milieu (Messaoudi, 2020).

En milieu solide la culture des Streptomyces débute par la production d’un tube
germinatif qui va se développer pour former des hyphes. Ces derniers seront ensuite ramifiés,
et le mycélium primaire se développe a I’intérieur comme a la surface du substrat. Ainsi le

mycélium secondaire va se développer a la surface des colonies (Saffroy, 2006).

En milieu liquide, I’aération du milieu est trés importante pour permettre une bonne
circulation d’oxygéne ou une agitation constante pour fournir au microorganisme de 1’oxygéne.
Ceci permet une augmentation de la croissance et une accumulation de biomasse, ce qui a un
impact majeur dans la production des métabolites secondaires. Dans ce type de milieu, seul le
mycélium primaire se développe et les Streptomyces se présentent sous forme de filaments

libres, de groupe de mycélium ou sous forme de pellet (Cerri et Badino, 2012).
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1.4.5. Production des antimicrobien par les Streptomyces

Les Streptomyces ont la capacité de produire une variété de molécules bioactifs comme
des antibiotiques a 50%, les antifongiques, les immunosuppresseurs, les molécules anti
tumorales, les antiparasitaires, les antioxydants. En 2020 les études ont permis de découvrir
plus de 70 nouveaux métabolites secondaires provenant des espéces de Streptomyces. Cette
gamme de métabolites variés comprend des peptides cycliques et linéaires, des dérivés de
peptides, des polypeptides, des terpénoides, des poly-aromatiques, des macrocycles et des
furannes (Heather et Peter, 2022). Ces microorganismes ont fait 1’objet d’une attention
particuliére en raison de leurs activités biologiques grace a leur capacité de produire de
nouveaux composés chimiques et leurs grandes valeurs commerciales. En effet de nombreuses
especes de Streptomyces ont été évaluées avec succes en tant qu’agents de biocontrdle contre
les phytopathogenes (Shakeel et al., 2018).
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CHAPITRE 2 :
MATERIEL ET METHODES




2.1 MATERIEL
2.4.1. Matériel biologique

Le matériel biologique était constitue :

> Des isolats de Streptomyces utilisés comme antagonistes contre Vibrio. Ces isolats ont
éteé fournis par le laboratoire de Microbiologie de I’université de Yaoundé I,

> De I’espéce Clarias gariepinus pour 1’isolement du pathogéne (Vibrio spp.)

Figure 6. L’espéce Clarias gariepinus.

2.4.2. Matériel du laboratoire
Le matériel de laboratoire comprenait des milieux de cultures, des réactifs et des
appareils ;

2.4.3. Milieux de culture

Divers milieux de cultures ont été utilisés. Les plus importants étaient :

» Le Kuster amidon principalement utilisé pour la culture de 1’isolat de Streptomyces spp.

» Le TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Saccharose) qui est un milieu de culture sélectif
utilisé pour I’isolement des bactéries du genre Vibrio spp.

» Le milieu Mueller Hinton pour I’évaluation de 1’activité antimicrobien de Streptomyces
vis-a-vis des isolats de Vibrio spp.

» Le bouillon nutritif utilisé pour le repiquage des bactéries du genre Vibrio spp.

2.4.4. Reéactifs
» L’eau étant un solvant a été utilisé pour I’extraction des métabolites secondaires des

isolats de Streptomyces spp.
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2.4.5. Appareils
Les appareils utilisés comprenaient :

> Le spectrophotometre de la marque Jenway 7305 qui a été utilisé pour la lecture des
densités optiques,

» L’étuve pour fixer les biofilms sur les parois du tube Falcon,

» L’autoclave de la marque SAVATEC a été utilise pour la stérilisation des milieux de
culture,

> Les micros filtrent de 0,22um et le papier Wattman de porosité 10um ont été utilisés
pour la filtration d’extraits liquides,

> BLENDER de la marque SILVER CREST a été utilisé pour le broyage des branchies et

des visceres,

2.2 METHODES

Ce travail a été effectué en trois principales phases conformément aux objectifs
spécifiques initialement définis ; a savoir : I’évaluation de la capacité de formation in-vitro des
biofilms par les différents isolats de Vibrio, le criblage de Streptomyces capables d’inhiber
Vibrio spp. et I’évaluation de I’activité anti biofilm des extraits aqueux des isolats de

Streptomyces spp.

2.2.1 Evaluation de la capacité de formation des biofilms par les isolats de Vibrio spp.

2.2.1.1 Echantillonnage de I’espéce Clarias gariepinus et isolement de Vibrio spp.
L’échantillonnage a été réalisé & Damas dans le 3°™ arrondissement de Yaoundé

3°51°8’N 11°29°48E. L’échantillon de Clarias gariepinus a été prélevé a ’aide d’un filet a

péche et de I’eau a I’aide d’un gobelet et I’ensemble a été introduit dans un seau nettoyé avec

de I’eau bouillante et transporté au laboratoire de Microbiologie pour I’isolement des Vibrio

Spp.

L’isolement du genre Vibrio spp. a été fait en prélevant les branchies et les visceres du
poisson puis a I’aide d’une balance, 10G de chacune des parties ont été pesées, puis broyées a
’aide d’un mixeur de la marque SILVER CREST préalablement désinfecté a 1’alcool 70° (v/v).
Les différents broyats ont ensuite été introduits dans deux erlenmeyers contenant chacun 90 ml
d’une solution stérile d’ecau peptonée salée a 2% NaCl, puis incubés a 37°C pendant 24 h. Au
bout de cette période une série de dilution décimale a été réalisée allant de 102 & 106, Cent
microlitres (0,1ml) de chaque dilution a été ensemencée en surface dans des boites de Pétries

contenant la gélose TCBS, puis incubé pendant 24 h a 37°C. Les colonies caractéristiques de
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Vibrio ont été identifiées sur la base de la couleur et la forme des colonies. Ainsi les colonies
vertes, jaunes, rondes avec des bordures réguliéres et translucides ont été retenus (Odeomelam
et al., 2023). Les isolats retenus ont été purifiés en les repiquant successivement trois fois par
la méthode de stries sur TCBS jusqu’a obtention des colonies pures. Ces dernieres ont été
soumises a différents tests biochimiques pour confirmation, puis conservées dans du glycérol a

-20°C jusqu’a utilisation.
2.2.1.2 Caractérisation microscopique et biochimique des espéces du genre Vibrio
Un examen microscopique et des tests biochimiques ont été effectués.
» Examens microscopiques

Il comprenait deux tests parmi lesquels :

e L’état frais : L’observation a 1’état frais a permis de mettre en évidence la mobilité des
isolats. A cet effet une colonie bactérienne a été introduite dans 9 ml d’eau distillée
ensuite une goutte de la suspension bactérienne obtenue a été déposée sur une lame
porte objet puis I’ensemble a été recouvert d’une lamelle et I’observation s’est faite au
microscope a 1’objectif x40.

e L’état coloré : La coloration de gram a permis de déterminer le type de gram des

différentes colonies. A cet effet, elle a été réalisée selon les étapes suivantes :

- Une coloration de la paroi bactérienne au violet de gentiane ou au cristal violet a été réalisée

pendant 1min ;

- Ensuite, 1’ajout du lugol pour renforcer la coloration du cristal violet pendant 1min ;

- Une décoloration a été faite grace a I’alcool a 95°C durant 10 a 30s ;

- Enfin une contre coloration a 1’aide de la fuschine a permis de colorer les bactéries en rose ;
» Caractérisation biochimique

Elle a consisté a mettre en évidence les capacités des isolats a tolérer de fortes concentrations
de NaCl et a posséder plusieurs enzymes telles que : I’oxydase, la catalase, et la béta-
galactosidase ainsi qu’a dégrader plusicurs sucres a 1’aide de la galerie api 20E, et la formation

des biofilms.

e Test a la catalase
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Ce test a éte realisé en déposant sur une lame stérile une colonie jeune de 18-24h avec
ajout d’une goutte d’eau oxygénée. Aprés mélange, I’ensemble a été incubé pendant 2 minutes
le temps au bout duquel I’apparition des bulles traduit un résultat positif (que le microorganisme

possede la catalase) (Halima et al., 2022).

e Teste a ’oxydase

Il a été réalisé en déposant un disque d’oxydase non imprégné sur une lame sterile,
ensuite une colonie bactérienne de 24h a été déposee sur le disque et I’ensemble a été incubé

pendant 2minutes. L’activité oxydase a été appréciée en notant 1’apparition d’une coloration

violette (Shields et al., 2010).
e Test de dégradation des sucres

Il consistait a identifier les différentes espéces de bactéries en analysant leur capacité a
dégrader différents sucres. Une suspension bactérienne de 18-24h a été introduite dans des
tubes. Chaque tube contenant un sucre spécifique (glucose, lactose, sucrose, mannose et autres)
et un indicateur de pH. La bactérie possédant des enzymes nécessaires pour fermenter le sucre
présent dans le tube, métabolise en produisant des acides organiques, le virage de I’indicateur
entraine un changement de couleur ce qui indique en conséquence, une réaction positive
(Devenish et al., 2014).

e Test de tolérance au NaCl

100pl de suspension bactérienne liquide ont été introduits dans un bouillon nutritif
supplémenté en NaCl a des pourcentages allant de 1% a 7%. L’incubation s’est faite a une
température de 37°C pour la croissance de la bactérie. La tolérance au NaCl a été appréciée par

observation de la turbidité des tubes. (Shuyang et al., 2022).

2.2.1.3 Formation des biofilms par les différents isolats de Vibrio

L’¢étude de la formation des biofilms s’est faite pendant 168 heures pendant lesquelles,
les isolats présomptifs de Vibrio obtenus ont été repiqués dans 100ml de bouillon nutritif ensuite
incubés a 37°C pendant 24h. 5ml de ce bouillon ont été introduits dans sept (7) tubes Falcons
stériles a I’aide d’une micropipette, puis incubés a 37°C. Ces essais ont été réalisés en double.
Le suivi de la formation des biofilms s’est fait aprés chaque 24heurs pendant 168heurs. Tous
les 24heurs, le contenu de deux tubes Falcons a été verser et ensuite rincer trois fois de suite
avec de ’eau distillée stérile afin de retirer les microorganismes planctoniques. Les tubes ont

ensuite été séchés a 1I’étuve a 60°C pendant 45min. Un volume de 5ml de solution de Crystal
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violet a été ajouté dans les tubes et I’ensemble a ét¢ laissé au repos pendant 15mins puis, les
tubes ont été rincés trois fois avec de 1’eau distillée. Ces tubes ont été décolorés avec de 1’alcool
a95°C (Stepanovic et al., 2000) et la densité optique a été lue a une longueur d’onde de 570nm.

La quantité de biofilms formée étant proportionnelle a 1’absorbance.

2.2.2 Criblage de Streptomyces spp. capables d’inhiber Vibrio.

Les isolats de Streptomyces utilisés dans ce travail ont été choisis a partir de la banque
de souches du laboratoire de Microbiologie comme ceux ayant montré une activité
antimicrobienne vis a vis des bactéries gram négatif dans les travaux précédents (Godwe, 2023;

Z§é, 2024 ;). 1l s’agissait des 12 isolats consignés dans le tableau 1.

Tableau 1. Code des isolats de Streptomyces spp. et caracteres macroscopiques.

Isolats ~ Couleurdu Couleurdu Gram Eorme
mycélium pigment
Bel-12  Rose-orangé Orange + Filamenteuse
Ker-1 Marron Aucune + Filamenteuse
Ker-2 Gris opaque Or- sombre + Filamenteuse
Bel-13  Gris Aucune + Filamenteuse
Bel-43  Blanc Aucune + Filamenteuse
Lotl-7  Marron Aucune + Filamenteuse
Lotl-6  Rose-orangeé Marron + Filamenteuse
Bel-5 Blanc Aucune + Filamenteuse
Bel-31  Marron Orange + Filamenteuse
Bel-14  Marron Blanc + Filamenteuse
B* Blanc Jaune + Filamenteuse
Bel-16  Blanc Jaune + Filamenteuse

2.2.2.1 Revivification et purification des isolats de Streptomyces.

La revivification des isolats de Streptomyces a consisté a prélever 100ul de suspension
de spores contenu dans des tubes Eppendorf a I’aide d’une micropipette, et a les introduire dans
9ml de bouillon nutritif stérile et incuber a 37°C pendant 24h. Les cultures obtenues ont été

ensuite ensemenceées par stries sur gélose Kuster-amidon toutes les 120 heures jusqu’a obtention
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des colonies pures. Aprés purification les isolats ont été cultivés par stries resserrées sur gélose

Kuster- amidon pendant 7jrs & température ambiante (25+3°C) pour utilisation ultérieur.

2.2.2.2 Evaluation de Iactivité antagoniste des isolats de Streptomyces vis-a-vis de Vibrio
L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des isolats de Streptomyces vis-a-vis de Vibrio
s’est faite par la technique des cylindres d’agar décrite par Balouiri et al., (2015). A cet effet,
des cylindres d’agar de 7mm de diamétre ont été decoupés a partir de la gélose issue d’une
culture de Streptomyces ageée de 7jrs grace a un emporte-piece stérile ; ensuite déposés sur une
gélose Mueller Hinton précédemment ensemencé par écouvillonnage d’une suspension de
chaque isolat de Vibrio a la concentration de 10° UFC/mI. L’ensemble a été incubé a 4°C
pendant Lheur pour la diffusion des composés bioactifs ensuite incubé pendant 24heurs a 37°C.
Puis les diametres des auréoles d’inhibitions ont été mesurés grace a un pied a coulisse. Les
différents diamétres d’inhibitions obtenus de chaque isolat de Streptomyces ont été comparés

et les isolats présentant les meilleurs diamétres ont été conservés.

2.2.3 Evaluation de P’activité anti biofilm des extraits aqueux des isolats de Streptomyces.
2.2.3.1 Production des extraits aqueux des isolats de Streptomyces

La production des extraits aqueux des isolats de Streptomyces les plus actifs s’est faite
par inoculation des colonies agées de 7jrs de ces isolats dans 800 ml de bouillon nutritif stérile,
puis I’ensemble incubé sous agitations manuelles et a des intervalles de temps réguliers pendant
10 jours a température ambiante. Aprés incubation la préparation a subi une premiere filtration
sur papier Wattman numéro 1, puis une seconde filtration grace a des micros filtres de porosité
0,22um. Les filtrats issus de cette seconde étape constituaient les extraits aqueux (Larasati et
al., 2021).

2.2.3.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice.

Dans I’objectif de déterminer la plus petite concentration de I’extrait aqueux capable
d’inhiber la croissance des isolats de Vibrio et donc la formation du biofilm, un test d’inhibition
a été réalisé in-vitro. Pour cela des volumes de 0,15ml, 0,25ml, 0,5ml, 1ml, 2ml d’extraits ont
été mélangés avec la gélose Mueller Hinton en surfusion préalablement ensemencée d’un
inoculum de Vibrio & une concentration de 1.5%10* cellules/ml (Jepri et al., 2022). Le mélange
extrait + gélose pour un volume total de 20ml, a permis d’obtenir les concentrations volumiques
d’extraits de : 0,1 ; 0,05 ; 0,025 ; 0,0125 et 0,0075 (ml d’extrait/ml de milieu). Apres la prise
en masse de la gélose les boites ont été incubées a 37°C pendant 24h. La boite contenant le plus
petit volume d’extrait pour lequel aucune croissance visible de Vibrio n’a été observée,

constitue la concentration volumique minimale inhibitrice (Abhishek et Tanu, 2022).
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2.2.3.3 Evaluation de Pactivité anti biofilm
L’activité anti biofilm des extraits aqueux s’est faite en utilisant les extraits aux

concentrations simple (CS) et double (CD) de la CMI selon le protocole décrit par Jaspal et al.,
(2020). Pour ce faire une suspension (concentration 108UFC/ml) de I’isolat de Vibrio a été
repiquée dans 100ml de bouillon nutritif ensuite incubée pendant 24h a 37°C. Un volume de
5ml de I’isolat de Vibrio incubé a 37°C a été introduit dans 4 tubes Falcons stériles avec
répétitions. Ensuite un volume d’extrait aqueux correspondant aux CS et CD a été ajouté de
maniére simultanée dans les tubes. En paralléle un tube témoin (contenant uniquement le Vibrio
sans extrait) et I’ensemble ont été incubés au temps ou la formation du biofilm était élevée et a
37°C. Au bout de ce temps I’évaluation du biofilm formé a été réalisée par lecture de

I’absorbance a 570nm comme décrit au paragraphe 8 de la méthodologie.
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CHAPITRE 3 :
RESULTATS ET DISCUSSION




3.1 RESULTATS
3.4.1. Caractéristiques des isolats de Vibrio spp. isolés de Clarias gariepinus

3.4.1.1. Caractéristiques macroscopiques
L’isolement des Vibrio a partir de 1’échantillon de 1’espéce Clarias gariepinus a permis
d’obtenir deux isolats présomptifs du Vibrio tous différents par leurs caractéristiques

macroscopiques.

De ces caractéristiques il en ressort que les colonies de I’isolat 11V présentent une
couleur verte translucide, de forme circulaire a contours réguliers avec halo clair, et une surface

luisante et une taille de 2 8 3 mm.

L’isolat I3G forme des larges colonies plates de couleur jaune, aspect pateux a bordure
régulier avec une taille de 2 a 3 mm.

1:G LV

Figure 7. Caractérisation macroscopique.

3.4.1.2. Caractéristiques microscopiques

L’¢étude de I’observation microscopique a permis de révéler :

» La forme des cellules : Batonnet incurvé

» Regroupement et mobilité : trés mobile et isolés

3.4.1.3. Caractéristiques biochimiques

L’étude des caractéres biochimiques a travers la dégradation de divers substrats
carbonés présenter sur le tableau 6 a permis de montrer que, I’isolat I3G dégrade le Glucose,
I’Amygdaline, le Mannitol et le Saccharose excepté le Sorbitol, 1’Inositol, le Rhamnose,
I’ Arabinose et la Melibiose. Quant a I’isolat IV il dégrade le Glucose, I’Amygdaline, Mannitol

et est négatif pour le reste des glucides.
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Les deux isolats présomptifs de Vibrio ont la capacité de synthétiser tous les enzymes
excepté le Tryptophane désaminase, 1’Uréase, 1’Indole et 1’Arginine déshydrogénase. lls sont
négatifs au Pyruvate de sodium, au Thiosulfate, et sont positifs au Trisodium citrate. Ces isolats
présomptifs de Vibrio peuvent tolérer une teneur en NaCl allant jusqu’a 6%. Apres analyse, les
résultats ont été traites avec le logiciel d’identification UPBM. L’isolat 13G a été identifié

comme étant Vibrio cholerae (49,1%) et I’isolat 11V comme Vibrio vulnificus (89,6%).

Tableau 6. Caractéristiques biochimiques

Substrat 13G 11V
Glucose + +
Amygdaline + +
Mannitol + +
) _ Arabinose - -
Dégradation des
) Saccharose + -
glucides )
Inositol - -
Sorbitol - -
Rhamnose - -
Melibiose - -

Arginine déshydrogénase - -
Lysine décarboxylase + +

Tryptophane désaminase - .

Uréase - -
Recherche des Ornithine décarboxylase + +
enzymes Lactose + +
Gélatinase + +
Catalase + +
Oxydase + +
Indole - -

Pyruvate Sodium - -

Autres Thiosulfate de sodium - -
Trisodium citrate + +
Tolérance au NaCl +* 4%

+= Dégradation des sucres ou des enzymes, — = Pas de dégradation, +* = Tolérance au NaCl

jusqu’a 6%.
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3.1.1.4 Formation de biofilms de Vibrio spp.

La capacité des isolats presomptifs de Vibrio spp. a former les biofilms, a été évaluée.
Les quantités de biofilms formées (proportionnelle a I’absorbance a 570 nm) par chaque isolat
et évaluées toutes les 24 h pendant 168 h sont représentées par la figure 8. 1l ressort de cette
figure que la quantité de biofilms formée par les isolats augmente aux premiéres heures pour
atteindre un pic a la 120°™ h aussi bien pour 1sG que pour 1;V. Au-dela de ce temps on assiste
a une diminution de la quantité du biofilm formée. Par ailleurs, la formation du biofilm étant

plus importante chez 13G que celle d’11V. L’isolat I3G a été retenu pour la suite du travail.
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Figure 8. Quantité de biofilms des deux isolats de Vibrio spp au cours du temps.

Les absorbances du méme isolat suivit de différentes lettres sont statistiquement différentes au seuil de
significativité de 95%.*= différence significative (P<0.05) entre les isolats de Vibrio.

3.4.2. Activité antibactérienne de quelques isolats de Streptomyces spp. vis-a-vis de I’isolat

135G

L’activité antimicrobienne des isolats de Streptomyces a été évaluée en présence d’13G
afin de retenir ceux capables d’inhiber la croissance de 1’agent pathogeéne. Les diamétres
d’inhibitions obtenus de cette évaluation sont consignés dans le Tableau 7 et illustrés par la
figure 10. Il en ressort que, six (06) sur les douze (12) isolats de Streptomyces, a savoir : Bel-
12 ; Ker-2 ; Ker-1 ; Lotl-7 ; Lot1-6 et B*, ont présenté une activité antimicrobienne vis-a-vis
de I3G ; avec des diamétres d’inhibitions compris entre 7,5+0,7 mm et 24.5+1,4 mm. Les deux
isolats ayant présenté les meilleurs halos d’inhibition a savoir : Bel-12 et Ker-2 ont été retenus

pour les tests anti biofilms.
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Figure 9.Activités antimicrobiennes ou non de quelques isolats de Streptomyces spp.

Tableau 7. Diameétres d'inhibitions des 06 isolats de Streptomyces bioactif vis-a-vis d’13G

Code des isolats Diameétre d’inhibitions (en mm)
Bel-12 24,0+1,49
Ker-2 23,5+2,1
Ker-1 20,5+0,7°
Lot1-7 11,0+1,4°
Lot1-6 7,5+0,7°

B* 8,0+0,0°
Bel-16 0,0£0,0
Bel-5 0,0£0,0
Bel-13 0,0£0,0
Lot1-2 0,0£0,0
Bel-31 0,0£0,0
Bel-43 0,0£0,0

Les résultats sont présentés Moyenne + Ecart-type. Les moyenne des diamétre d’inhibition suivies de différentes
lettres sont statistiquement différentes au seuil de (P<0.05).
3.1.3 Activité bactéricide de I’extrait aqueux sur milieu solide vis-a-vis de I’isolat IsG
(détermination des CMI).

L’incorporation des extraits aqueux a différents volumes d’extraits des différents isolats
de Streptomyces dans la gélose Mueller-Hinton contenant I3G a la concentration de 1,5x10*
cellules/ml, a permis d’obtenir les résultats d’inhibitions ou non de la croissance de 13G
consignés dans le tableau 8. Il en ressort qu’aucune des concentrations de I’isolat Bel-12

évaluées n’a permis d’empécher la croissance de I3G. L’extrait de Ker-2, aux concentrations de
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0,05 (ml/ml) et 0,1 (ml/ml) inhibent la croissance de I3G, faisant ainsi de la concentration 0,05
ml d’extrait /ml de milieu, la plus petite concentration d’extrait de Ker-2 empéchant la
croissance visible de ’isolat présomptif de Vibrio.

Tableau 8. Inhibition de I’isolat de 13G a différents ratios des extraits aqueux de Bel-12 et Ker-
2

Isolats Concentrations volumiques (v/v) d’extraits aqueux dans le milieu
0.1 0.05 0.025 0.0125 0.00625

Ker-2 + + - - -

Bel-12 - - - - -

+= Inhibition ~ -= pas d’inhibition

3.1.3.1 Activité des extraits aqueux de Streptomyces vis-a-vis des biofilms de I’isolat I3G.

Les résultats de 1’évaluation de 1’activité anti biofilms des extraits liquides ont permis
d’apprécier la capacité d’inhibition de I’extrait Ker-2 a différents volumes. On observe une
diminution de la formation des biofilms lorsque 1’isolat presumptif de Vibrio est cultivés en

présence des extraits de Streptomyces. Ces résultats ont été collectés aprés 120h.

La double concentration (CD) en extrait montre une inhibition de 48,7% par rapport a

la simple concentration qui montre une inhibition de 39,8%.
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Figure 10. L’effet de I’extrait brut de ker-2 sur le biofilm formé par I’isolat [3G

Ext= extrait, CS= Concentration d’extrait aqueux simple, CD= Concentration double d’extrait aqueux.

L’absorbance des deux concentrations d’extraits suivies des lettres similaires n’est pas statistiquement significatif.
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3.2 DISCUSSION

L’aquaculture, est un secteur de production alimentaire en croissance rapide qui fait
souvent face a des potentiels dangers tels que les contaminations bactériennes a 1’instar de
Vibrio. Ceux-ci sont reconnus pour leur capacité a produire des biofilms qui sont des formes de
résistances microbiennes. Alors que les méthodes de lutte actuelles perdent progressivement
leur efficacité, un besoin urgent émerge pour developper des méthodes antimicrobiennes
alternatives. C’est ainsi que cette étude, qui avait pour but de proposer une solution permettant
de réduire la formation des biofilms de Vibrio dans I’environnement aquacole, a permis d’isoler
a partir de ’espéce Clarias gariepinus deux différentes espéces présomptives de Vibrio. Ces
derniers s’apparentant a Vibrio cholerae (13G) et Vibrio vulnificus (I1V). La présence de ces
germes dans le poisson peut s’expliquer par une combinaison de facteurs environnementaux
naturels (présence naturelle de Vibrio dans la microflore des poissons), de mauvaises pratiques
d’élevage (I’accumulation des nutriments, la température, I’oxygéne dissous), ou de potentielles
intrusions externes (1’approvisionnement en eau pour renouveler les bassins d’élevage, le
matériel et I’équipement) (Ina et al., 2019). En effet, le genre Vibrio étant une bactérie
thermophile tolérable prolifere grace a des températures élevées de 1’ecau. Par ailleurs, ce
résultat est en accord avec ceux de Aubin et al., (2024) qui ont relevé la présence de plusieurs
espéces de Vibrio a savoir Vibrio cholerae, Vibrio alginotycus, Vibrio vulnificus et autres qui
ont été isolées du poisson et de ’eau dans les structures d’élevage qui est reliée aux activités
aquacoles telles que, I’alimentation des poissons et la concentration des déchets métaboliques

des poissons.

Apres avoir obtenu ces deux especes présomptives Vibrio, il était question d’évaluer
leur capacité a former des biofilms sur un matériau en polypropyléne. Le résultat obtenu a
montré une différence de la quantité du biofilm formée par les deux isolats de Vibrio. Ce résultat
corrobore avec ceux de Leighton et al., (2023) qui ont montré que la température, le pH et le
type de matériaux influencent la biomasse du biofilm formée par Vibrio parahaemolyticus et
Vibrio vulnificus isolés du sang humain et du systéeme digestif. Cette différence pourrait
s’expliquer par des mécanismes qui influencent 1’attachement a une surface tels que les
caractéristiques des souches microbiennes ainsi que le pH, la température, la composition, la
rugosité de la surface d’adhérence, le type de matériaux et la concentration en électrolyte
(Zheng et al., 2021). En effet le pH a travers son caractére acide ou basique influence la

croissance et le développement du biofilm en réduisant les forces de vanderwaals qui jouent un
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role dans I’attachement initial des bactéries a la surface (Flemming et al., 2016). De plus les

températures ¢levées favorisent I’adhésion du biofilm a la surface des matériaux.

Une fois le biofilm formé, il a été question d’évaluer 1’activité antimicrobienne des
extraits de Streptomyces spp. sur I’isolat potentiel de Vibrio ayant formé le plus de biofilms
(13G). Les tests ont révélé des résultats qui se traduisent par des diamétres d’inhibitions
différents. L’absence de diamétre d’inhibition peut étre attribuée a la quantité de composés
antimicrobiens spécifiques produits par des Streptomyces contre Vibrio, ou a leur génétique et
a leur voie métabolique spécifique. De plus, les especes du genre Vibrio possédent un
mécanisme de résistance via le plasmide contre les composés antimicrobiens produits par
certains Streptomyces. Ils peuvent donc transférer la résistance via des processus tels que la
conjugaison, la transformation et d'autres éléments stables ; Ce qui pourrait influencer leur
activité antagoniste (Raissy et al., 2012). La différence significative entre les diametres
d’inhibitions des Streptomyces, s’expliquerait par divers parameétres a savoir ; I’interaction avec
les autres microorganismes présents qui peuvent influencer 1’expression de 1’activité
antagoniste, la concentration de composes bioactifs produits, la structure des composés et la
résistance de I’isolat bactérien ciblée peuvent influencer la capacité d’inhibition (Galet, 2014).
Toutefois I’un des extraits aqueux n’a pas montré d’activité antimicrobienne aux concentrations
utilisées. Ceci peut étre d0 aux faibles concentrations en extraits utilisés dans cette étude, ou
due a des changements de conditions de culture comme le pH, la température et la concentration
inhibitrice minimale qui pourrait étre inférieure au seuil d’inhibition de la croissance de Vibrio.
L’inhibition de la croissance du pathogeéne par les extraits aqueux de Ker-2 est attribuée a une
vaste gamme de composés bioactifs dont de nombreux antibiotiques, ou encore a la structure
chimique de ces composés (Manal et al., 2017). Cependant I’efficacité optimale d’un extrait
peut ne pas étre due uniquement aux constituants actifs mais aussi a 1’action combinée de

différents composés contenus dans cet extrait (Essawi et al., 2000).

L’activité anti-biofilms des extraits aqueux de Ker-2 a des concentrations doubles et
simples montrent une efficacité d’inhibition. En effet les extraits de Ker-2 inhibent la formation
des biofilms de Vibrio avec une efficacite de 48,7% pour la double concentration et 39,8% pour
la simple concentration. Ce travail montre que les extraits aqueux de Ker-2 pourraient étre
constitués de nombreux composés actifs capables d’empécher la formation du biofilm de
Vibrio. Les composés actifs produits par les extraits peuvent se lier et bloquer les récepteurs
spécifiques a la surface bactérienne a savoir adhésines, le pili, le fimbriae qui sont nécessaires

a I’attachement initial aux surfaces ainsi stoppant 1’adhésion et 1’attachement cellulaire. Ce qui
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cause I’interruption de la génération de la matrice extracellulaire, ainsi diminuant la production
des facteurs de virulence et de résistance, et bloque le systéme de communication cellulaire

Quorum Sensing et la formation du biofilm (Sandra, et al., 2021).

Ce travail montre ainsi que les composes actifs présents dans les extraits aqueux de
Streptomyces spp. pourrait étre une alternative intéressante dans la lutte contre les pathologies

engendrée par la capacité de Vibrio spp. a former des biofilms.
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CONCLUSION
ET

PERSPECTIVES




CONCLUSION

Au terme de cette étude qui avait pour objectif général d’évaluer 1’activité
antimicrobienne et anti biofilm des extraits aqueux des Streptomyces spp Vvis-a-vis des Vibrio

spp. isolés de I’espéce Clarias gariepinus.

> Deux isolats de Vibrio ont été isolés a savoir, I’espéce 13G qui s’apparente au genre
Vibrio cholerae et 1’espéce 11V qui s’apparente au genre Vibrio vulnificus. Les deux
isolats ont eu la capacité a former des biofilms avec I’espece 13G ayant la plus grande
quantité de biofilm formé a été retenu pour la suite du travail.

> 50% des isolats testés ont présenté une capacité a inhiber les isolats de Vibrio. les isolats
les plus actifs étaient Ker-2 et Bel-12 avec des diamétres d’inhibition allant de

24,0£1.4mm et 23,5£2.1mm respectivement.

> Les extraits de Ker-2 inhibent environ 40% de la formation du biofilms.
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PERSPECTIVES

+ Tester la capacité des extraits secs de Streptomyces a détruire la formation de biofilms.

+ Evaluer I’activité des extraits inorganiques et organiques.

+ Comparer Dactivité des extraits aqueux de Streptomyces vis-a-vis de Vibrio avec ceux des

antibiotiques conventionnels sur la croissance de Vibrio.

+ Réaliser un test sur le terrain.
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COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURES

Kuster amidon

Amidon 5¢
Peptone 0,39
K2HPO4 29
KNOHj3 29
Chloruredesodium 29
Oligoéléments iml
Agar 18g
pH 7,00

Oligo-éléments

Sulphate de magnésium 5¢
Carbonate de calcium 29
Sulfite de fer 1g

Bouillon nutritive

Peptone 109
Extrait de viande 5¢
Chlorure de sodium 5¢
Ph 7
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Gélose Mueller-Hinton

Peptone
Amidon
Macération de viande de beeuf

Agar

17,59
1,59
4,09
15,09

TCBS (Thiosulphate citrate bile salts- sucrose)

Peptone

Extrait de levure
Saccharose
Thiosulfate de sodium
Citrate de sodium
Chlorure de sodium
Oxgall

Citrate ferrique

Bleu de thymol
Cholate de sodium
Bleu de bromothymol
Agar

Ph

109
59
209
109
109
10g
59

19
0,049
39
0,049
15¢
8,6+ 0,2
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