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INTRODUCTION

Les bactéries représentent les agents biologiques primaires maintenant le bon fonctionnement
du monde. Leur nombre total serait estimé a 5 millions de trillion de trillion (5 x 10 *°de
cellules). Les bactéries auxquelles nous nous intéressons sont des bactéries dites symbiotiques
ou les bonnes bactéries, elles exercent un effet bénéfique comme c’est le cas des bactéries
présentes dans le tractus gastro-intestinal (REID, 2020), Celles-ci jouent un rdle sanitaire
important en raison de leur implication dans les fonctions nutritionnelles, immunologiques et

physiologiques (COLLADO et SANZ, 2009).

La perturbation de la flore microbienne a la suite d’un stress, changement d’alimentation, du
vieillissement ou d’une prise d’antibiotiques engendre un déséquilibre de la flore tant en
quantit¢ qu’en diversité microbienne. C’est pourquoi ces derniéres années de nombreux
chercheurs se sont penchés sur 1’idée de moduler de fagon positive le microbiote, et cela grace

a ’administration de micro-organismes vivants appelés probiotiques (LARDEUR, 2018).

Bien que la définition de ces probiotiques soit en constante évolution, ils désignent
essentiellement des microorganismes qui influencent favorablement la sant¢ de 1’hdte en

améliorant la microflore indigéne (DUGAS et al., 1999).

Cependant, pour qu’une souche identifiée ait le statut de probiotique, elle doit répondre a

certains critéres qui selon le groupe de travail de la FAO/OMS (2002), sont les suivants:

e Tests in vitro: résistance a I’acidité gastrique, aux sels biliaires et aux enzymes
digestives ainsi que I’activité antimicrobienne contre les bactéries potentiellement
pathogénes.

e Test de sécurité: preuve que la souche est siire et sans contamination.

e Tests in vivo pour corroborer les allégations de santé sur 1’hote.

Ces probiotiques ont notamment prouvé leur efficacité en aquaculture. En effet, 1’utilisation
massive des antibiotiques et de la vaccination pour faire face aux maladies bactériennes a
entrainé ’apparition de bactéries résistantes. Ces bactéries résistantes constituent une menace

pour la santé humaine et I’environnement.
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La réduction progressive de I'usage des antibiotiques a suscité un regain d'intérét pour
l'incorporation de telles souches microbiennes dans l'aliment, afin de maintenir I'effet

bénéfique obtenu avec les antibiotiques (GUILLOT, 1998)

Le présent travail se focalise sur I’isolement et 1’étude du potentiel probiotique de bactéries a
Gram négatif provenant du tube digestif d’une espéce aquatique: Sepia officinalis.

Afin de traiter le sujet, nous avons d’abord effectué¢ un isolement et une identification des
bactéries, puis nous avons procédés aux :

- Tests de bioactivité : Antagonisme

- Test de formation de biofilm

- Tests de biosécurité. : Antibiogramme, hémolyse

- Test de résistance au pH et aux sels biliaires
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I.1 Les probiotiques

I.1.1 Historique et définition

Depuis des centaines d’années, des personnes de cultures différentes consommaient des

produits laitiers fermentés que 1’on considérait comme une source de santé.

En 1908, le scientifique russe Elie Metchnikoff (lauréat du Prix Nobel et professeur a 1’institut
pasteur a Paris) découvrit que la longévité des paysans bulgares est liée a la consommation de
microorganismes vivants provenant des produits laitiers fermentés. La notion “bonnes
bactéries” rendait le professeur perplexe, ce dernier voyait les microbes comme étant nuisibles
a la santé humaine. Apres plusieurs recherches le scientifique a affirmé que les bactéries
produisant de I’acide lactique offraient des bénéfices pour la santé (OZEN et DINLEYICI,
2015).

A la méme époque, en 1906, le pédiatre Henry Tissier isolé une bifidobactérie a partir d’un
enfant nourri au sein qu’il nomma Bacillus bifidus communis. Le chercheur affirma que la
bifidobactérie réduisait la quantit¢ de Clostridium difficile, responsable de diarrhée et
d’inflammation intestinale, il recommanda par la suite 1’administration de bifidobactéries aux
enfants souffrant de ce symptdme.

En 1920, le microbiologiste Frangais Henri Boulard a isolé une nouvelle souche de levure
Saccharomyces boulardii.

En 1965, Lilly et Stillwell, définissaient les probiotiques comme des substances produites par
des microorganismes stimulant la croissance d’autres microorganismes.

En 1998, Guarner et Schaafsma précisaient que les probiotiques sont « des microorganismes
vivants, qui lorsqu’ils sont consommés en quantités adéquates, ont un effet bénéfique sur la
santé de 1’hote ».

Afin d’éviter toute dérive, la définition des probiotiques est officialisée en 2002 par la FAO
(Food and Agriculture Organisation) et 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS). La
définition se base sur celle de Guarner et Schaafsma et est la suivante : « les probiotiques
sont des micro-organismes vivants, qui lorsqu’ils sont consommés en quantités adéquates ont

un effet bénéfique sur la santé de 1’hote ».
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I.1.2 Souches utilisées comme probiotiques
Les probiotiques sont également largement utilisés en aquaculture: bactérie a gram+, bactéries
a gram -, microalgues et levures marines (HAI, 2015).

Les bactéries les plus utilisées comme probiotiques sont listées dans le tableau ci-dessous:

Tableau 1: Les micro-organismes utilisés comme probiotiques (RINGO, 2020).

Genre Espece
Enterococcus E. faecium
Lactobacillus L. acidophilus, L.casei, L.johnsonii, L.pantarum et L.rhamnosus
Lactococcus

L. lactis, L. reuteri, L. rhamnosus, L. casei, L. acidophilus, L. curvatus, L. plantarum

Pediococcus P. acidilactici, P. pentosaceus
Streptococcus S. sanguis, S. oralis, S. mitis, S. thermophilus, S. salivarius
Bifidobacterium B.adolescentis, B.animalis, B.bifidum, B.breve, B.lactis et B.longum
Bacillus B. coagulans, B. subtilis, B. laterosporus, B thuringiensis, B vireti
Aeromonas A. media
Alteromonas A. macleodii
Clostridium C. butyricum
Pseudomonas P. aestumarina

P. piscicida

Pseudoalteromons

Saccharomyces S. cervisiae

I.1.3 Critéres de sélection des souches probiotiques

1.1.3.1 Criteres fonctionnels

e Activité antimicrobienne
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De nombreux métabolites bactériens (acides organiques, acides gras, peroxyde d’hydrogene,
diacétyles) ont une action antibactérienne ; cette caractéristique est mesurée a travers
I’inhibition de croissance de bactéries pathogénes : Clostridium difficile, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Vibrio sp. (DUNNE et MAHONY, 2001 ;
JACOBSEN et NIELSEN, 1999).

e Adhésion aux cellules intestinales

Ce critere est considéré comme une condition préalable a la colonisation (OUWEHAND
et al.,, 1999). L’adhésion permettrait de prévenir 1’implantation de pathogénes sur les

cellules épithéliales intestinales via des mécanismes de compétition (ALEGRE, 2009).
e Survie au cours du transit digestif

Tout microorganisme probiotique doit avoir une tolérance aux conditions acides de 1’estomac
pour qu’il puisse survivre. La souche étudiée est cultivée, centrifugée puis lavée ; le culot
cellulaire est ensuite resuspendu dans un milieu de culture acidifié. Le dénombrement des

bactéries ayant survécu donne une approximation sur la capacité de résistance de la souche a

I’acidité (LARPENT et al., 1994).
e Résistance aux sels biliaires

Les acides biliaires sont synthétisés par le foie a partir du cholestérol et sont sécrétés au
niveau du duodénum. Les microorganismes qui survivent aux conditions acides de 1’estomac

doivent alors faire face aux sels biliaires libérés dans le duodénum.

Les BSH (Bile Salt Hydrolase) sont des enzymes intracellulaires qui catalysent 1’hydrolyse
des sels biliaires. La capacité des souches probiotiques a produire cette enzyme est considérée

comme critére de sélection (ROY, 2006).

I.1.3.2 Critéres de sécurité

o Identification de la souche

La détermination de la classification taxonomique par les méthodes phénotypiques et
génotypiques est considérée comme la premicre étape de sélection des souches probiotiques.
L’hybridation ADN-ADN et le séquencage du gene codant pour ’ARNr 16s sont les plus

utilisés. Les souches probiotiques doivent étre déposées dans une collection internationale.

e Innocuité
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Ce critére est important pour évaluer tout effet indésirable possible (activités métaboliques

nocives, production de toxine, activité hémolytique, résistance aux antibiotiques).

Les souches probiotiques doivent posséder le statut QSP (Qualified Presumption of Safety) en
Europe ou GRAS (Generally Recognized As Safe) aux Etats-Unis (BARLOW et al., 2007;
SANDERS et al., 2010).

1.1.3.3 Ciritéres technologiques

Les souches probiotiques doivent garder leurs caractéristiques durant les procédés de
production. Le nombre minimal nécessaire pour exercer un effet probiotique est estimé a 107
cellules viables /g. Les produits doivent étre conservés dans des conditions appropriées

(OUWEHAND et al., 1999).

I.1.4 Mdécanismes d’action des probiotiques:
Les mécanismes d’action des probiotiques assurant un effet bénéfique pour la santé sont
multiples et plus souvent propres a la souche bactérienne. Ces probiotiques peuvent exercer
plusieurs méthodes contre les bactéries pathogenes, ces mécanismes sont présentés dans la

(Figure 1).
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Figure 1: Les mécanismes d’action des probiotiques (O'TOOLE et COONEY, 2008).
I.1.4.1 Concurrence pour les nutriments

Le microbiote intestinal abrite plusieurs centaines d’especes bactériennes: bactéries, virus,

parasites et champignons non pathogenes; les probiotiques entrent en compétition avec ces
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micro-organismes permettant de consommer les substrats nécessaires aux bactéries

pathogenes (SHERMAN et al., 2009).

I1.1.4.2 Antagonisme direct
Les probiotiques ont la capacité de produire des bactériocines définies majoritairement
comme des protéines dotées d’une activité bactéricide mais aussi des produits de dégradation
(acide lactique) qui vont abaisser le pH de l’intestin empéchant ainsi la prolifération de

certaines bactéries pathogenes (MARTEAU et DORE, 2017).

I1.1.4.3 Concurrence pour les fixations

Dans I’intestin sain, chaque microorganisme occupe une place ou toutes les conditions
nécessaires a sa survie sont réunies, qu’on appelle niche écologique.

Selon le principe d’exclusion compétitive « Dans un environnement stable, deux especes
utilisant les mémes types de ressources, ne peuvent continuer a coexister, I’espece la plus
compétitive élimine 1’autre ». Les probiotiques empéchent les bactéries pathogeénes d’occuper
les sites d’adhérence aux cellules épithéliales (WU et al., 2008).

Les probiotiques stimulent la sécrétion de mucines par les cellules caliciformes permettant
d’obtenir une couche de mucus qui empéche la fixation des agents pathogenes aux cellules

épithéliales. (MACK et al., 1999).

1.1.4.4 Renforcement des jonctions serrées
L'étanchéité de 1’épithélium est assurée par les jonctions serrées. La claudine et I’occludine
sont les protéines principales contribuant a la formation de ces jonctions.
Le microbiote intestinal et les probiotiques influencent la synthése et le renforcement de ces
protéines transmembranaires empéchant la diffusion paracellulaire de microorganismes

pathogenes (SHERMAN et al., 2009).

1.1.4.5 Action sur le systtme immunitaire
Les probiotiques stimulent les récepteurs de I’'immunité innée PRRs (Pattern Recognition
Receptor), présents dans les cellules immunitaires et épithéliales et qui reconnaissent les
motifs associés aux pathogenes PAMPS (Pathogen Associated Molecular Patterns).
L’activation des PRRs notamment les TLR (Toll-like Receptors) qui sont les mieux
caractérisés, induit la production de peptides antimicrobiens, la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires et le recrutement de polynucléaire neutrophiles et de macrophages (NG, et al.,

2009).
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Les probiotiques ont également un role dans :

» L’activation des lymphocytes TCD4+ et TCD8+.

» La sécrétion d’IgA spécifiques a I’antigéne par les plasmocytes présents dans la
Lamina propria.

» Répression de la réponse inflammatoire Thl et la production de cytokines

inflammatoires IL2 et TNF-a qui ont pour rdle:

> IL2:

- Stimule la prolifération des LB.
- Stimule la prolifération des Thl
- Limite la prolifération des Th2
- TNF-a:
- Stimule la transformation des monocytes en macrophages.

- Inhibe les Th2.

1.1.5 Production industrielle:

La production industrielle de ferments probiotiques se déroule généralement selon une
succession d’opérations unitaires schématisées ci-dessous :

Conservation

des souches
Préparation
de l'inoculum

Production en
fermenteur

Centrifugation

Lyophilisation

Broyage/meélange Commercialisation

Figure 2: Les différentes étapes de production (Guillaume, 2012)

e Conservation des souches
La souche isolée est conservée a -80 degré afin de garantir I’ensemble de ses propriétés

morphologiques, métaboliques, génétiques et physiologiques pendant une longue période.
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Au début d’une nouvelle production, des cryotubes sont prélevés et décongelés, Un contrdle

qualité sera effectué pour détecter les contaminations.

e Préparation de I’inoculum
Un milieu de culture favorable a la multiplication de la souche est préparé dans des
conditions stériles. Ce milieu de culture doit contenir toutes les sources d’énergie : sucre,

protéines, minéraux nécessaires a la croissance des bactéries.

e Production en fermenteur
Apres avoir vérifié la pureté de 1I’inoculum, ce dernier sera transféré dans un bioréacteur avec
régulation des paramétres de température, acidité, aération et agitation. On mesure le trouble

du milieu de culture pour évaluer le nombre de bactéries.

e Centrifugation
Les bactéries vivantes sont séparées du milieu de culture par force centrifuge; ce qui va
permettre d’augmenter la concentration des bactéries vivantes.
La biomasse récupérée se présente sous forme de “pate bactérie trés concentrée” qui subira un

séchage en utilisant différents adjuvants pour préserver la viabilité bactérienne.

e Lyophilisation
Il s’agit d’une opération de déshydratation du produit a une température trés basse et 1’eau

restante est éliminée par sublimation. Cette phase peut durer de un a trois jours.

e Broyage/mélange
Le lyophilisat obtenu est ensuite broyé afin d’obtenir une poudre fine et homogene. Chaque
grain de poudre peut contenir jusqu'a 1 milliard de bactéries.
La poudre de bactéries peut étre mélangée avec des excipients sous contrdle strict de la

température et de I’humidité afin obtenir la formulation souhaitée.

e Commercialisation

Le produit final peut étre commercialis¢ sous forme de poudre en vrac, de capsules, de
sachets, de comprimés ou de flacons.

Les industriels doivent effectuer des controles stricts et répétés afin de s’assurer de I’innocuité
des souches de micro-organismes utilisées.

Les probiotiques a usage humain notamment se présentent sous différentes formes. Dans les
supermarchés, ils sont souvent vendus sous forme de produits laitiers contenant des «bactéries
vivantes» et dans les magasins d’aliments naturels sous forme de capsules ou de comprimés

11
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composés de préparations lyophilisées de bactéries qui favorisent «un intestin sain», etc. Un
grand nombre de produits Bacillus sont utilisés comme «nouveaux aliments» ou comme
compléments alimentaires avec diverses allégations de «renforcement» du bien-€tre de
l'utilisateur, en restaurant la microflore naturelle dans l'intestin (HONG et al 2005).

En santé animale également, comme dans le cas de la nourriture pour chiens, il existe
différentes formes par lesquelles les probiotiques sont administrés, nous citons:
- Les probiotiques déshydratés qui représentent la forme la plus répandue, c’est une poudre
issue  d’une lyophilisation & incorporer directement dans la  nourriture.
- Les ferments frais sous forme liquide qui sont plus difficiles a trouver sur le marché mais
représentent plus davantage. En effet, la solution contenant les probiotiques renferme de plus
les produits de la fermentation (enzymes digestives, peptides bioactifs...) et présente un
niveau d’activité ¢levé. (MACOUZET, 2015).

En aquaculture, différentes formes sont commercialisées sur le marché: granulaires, liquides,
floconnées. Ces derniéres, sont mises sur le marché par des entreprises telles que EPICORE
qui propose une variété de produits destinés a 1’aquaculture notamment issus de la
biotechnologie contenant des probiotiques. Nous citons a titre d’exemple I’EPIFEED-LHF
(Liquid Hatchery Feeds) qui est un aliment liquide pour larves d'écloserie qui fournissent une
nutrition supérieure en écloserie et causent moins de problémes de pollution que les aliments
secs traditionnelle. (EPICORE, 2020)

Le groupe de travail de la FAO/OMS recommande dans ses “lignes directives pour
I’évaluation des probiotiques dans les aliments™ la description sur 1’étiquette des produits

probiotiques les informations suivantes:

e Désignation du genre, de 1’espéce et de la souche probiotique. Cette désignation ne

doit pas induire en erreur les consommateurs quant a la fonctionnalité de la souche

e Le nombre minimal viable de chaque souche a la fin de la durée de conservation
e Les allégations de santé

e Taille de portion suggérée, qui doit fournir la dose efficace de probiotiques lice a
l'allégation de santé

e Conditions de stockage

e Coordonnées de I’entreprise pour I’information des consommateurs (VANDENPLAS
et al, 2015)

12
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I.1.6 Utilisations des probiotiques

[.1.6.1 Applications chez ’homme

En santé humaine, les applications des probiotiques ne cessent de se diversifier avec de
nouvelles perspectives suivant le développement scientifique. Elles peuvent cibler a la fois
des individus sains et malades puisque les effets recherchés peuvent étre de nature préventive
ou curative. L'objectif peut étre de lutter contre la cause de la maladie ou des altérations
métaboliques, ou d'atténuer les symptomes associés a la survenue ou a la progression d'une
maladie ou d'une altération métabolique (VANDENPLAS et al., 2015). Nous citerons ici
quelques exemples de ces applications :

Les effets bénéfiques des probiotiques ont ét¢ démontrés dans le traitement des maladies
gastro-intestinales tels que le syndrome du codlon irritable, la maladie inflammatoire de
I’intestin (ISLAM, 2016), ainsi que la constipation chez I’enfant (TABBERS et al., 2011) et
chez I’adulte, a travers la modulation de production de cytokines dans 1’intestin (SAUTER et
al., 2006) Certains probiotiques pourraient également protéger contre le cancer du colon
(SANTOSA et al., 2006).

D’autres applications se seraient montrés bénéfiques dans la prévention et le controle des
infections des voies reproductives (BARRONS et TASSONS, 2008), urinaires (HOESL et
ALTWEIN, 2005) et respiratoires (HACINI-RACHINE et al., 2009).

Il existe par ailleurs des souches probiotiques stimulant le systéme immunitaire; notamment
en diminuant de la colonisation des agents pathogeénes, en améliorant la syntheése des
vitamines, en réduisant l'intolérance au lactose, en réduisant les ballonnements et en
améliorant les effets immunomodulateurs (VANDENPLAS et al., 2015).

L’application a long terme de souches probiotiques telles que L. rhamnosus GG a réduit le
risque de caries dentaires chez les enfants (NASE et al., 2001). Cette méme souche ainsi que
L.acidofilus ont également été utilisées pour traiter la vaginose bactérienne (ROSSI et al.,
2010).

Certaines souches de Lactobacillus et Bifidobacerium exercent aussi des effets bactéricides in
vitro contre Helicobacter pylori, et bien que ces effets protecteurs aient été confirmés sur des
modeles d’animaux, les résultats des essais cliniques indiquent que les probiotiques
n'éradiquent généralement pas H. pylori, mais diminuent la densit¢é de colonisation et

améliorent la réponse immunitaire (YANG et SHEU, 2012).
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Des ¢études poussent a croire que les probiotiques réduiraient potentiellement les risques de
dépression (HUANG et al., 2016) et auraient un effet bénéfique dans le traitement du trouble
du spectre autistique chez ’enfant. (SHAABAN et al., 2017). Des recherches plus poussées
sont cependant nécessaires pour confirmer ce potentiel.

Enfin, ils auraient également des propriétés antimutagenes, d’atténuation des allergies, de
réduction du cholestérol sérique, de la pression artérielle ainsi que la réduction du risque du
diabéte gestationnel (SHOKRYAZDAN et al., 2017).

De plus, 'utilisation des probiotiques en sant¢ humaine a longtemps été considérée comme

étant sUr et des effets secondaires n’ont presque jamais été signalés (SHANAHAN, 2012).

[.1.6.2 Applications chez I’animal
En raison de leurs effets bénéfiques sur la santé et le bien-Etre, les probiotiques sont
aujourd’hui largement employés en tant que suppléments aussi bien chez les hommes que
chez les animaux (SHOKRYAZDAN et al., 2017) Cependant, la majorité des études sur les
probiotiques concernent 1'écosysteme intestinale ou uro-génital chez ’homme; peu d’études
ont abordé ce potentiel chez I’animal (BOUCHARD, 2013).
Les genres Lactobacillus et Bifidobacterium sont majoritairement utilisés pour des
applications en nutrition humaine, alors que les genres Bacillus, Enterococcus et
Saccharomyces sont les micro-organismes les plus utilisés dans les élevages (SIMON et al.,
2001; BERNARDEAU et VERNOUX, 2009).
Au-dela de la nutrition, les probiotiques ont d’autres applications en médecine vétérinaire. Par
exemple, les deux souches probiotiques Bacillus toyonensis and Saccharomyces boulardii
sont considérées prometteuses en terme d’amélioration de 1’efficacité des vaccins, comme ce
fut le cas pour le vaccin contre 1’herpés virus bovin de type 5 (BVH-5: pathogéne de la
famille des herpes virus qui entraine une maladie respiratoire et neurologique chez les bovins
et les ovins); 1’ajout de ces deux souches a permis d’améliorer la réponse immunitaire des
bovins vis-a-vis du vaccin. (ROOS et al., 2018).
Nous pouvons également citer I’utilisation des levures Saccharomyces cerevisiae comme
probiotique pour son efficacité dans la diminution de 1’anxiété chez le chien (SIMON, 2019)
et celle des deux souches Lactobacillus helveticus et Bifidobacterium longum sur la réduction
de la dépression post-infarctus du myocarde chez le rat (ARSENAULT-BREARD, 2011).
Une nouvelle souche probiotique, Hafnia alvei diminue considérablement le gain de poids

chez des murins obéses en agissant sur ’activation de la lipolyse (LUCAS et al., 2019).

14



GENERALITES

Dans la perspective de trouver un traitement alternatif aux antibiotiques dans le traitement des
mammites chez les bovins (inflammation de la glande mammaire), 1’utilisation de souche de
Lactobacillus casei permet de diminuer la quantit¢é du pathogéne Staphylococcus aureus
internalisé¢ in vitro sans nuire aux cellules (BOUCHARD, 2013).

Enfin, I’administration de probiotique Bacillus cereus var. toyoi durant le sevrage augmente
les performances des truies en termes de reproduction, de viabilité de leurs porcelets et de leur

croissance (JIMENEZ et al., 2008).

I.1.7 Les probiotiques en aquaculture:

L’aquaculture est considérée comme la principale source d’approvisionnement en poisson.
Elle joue un réle de plus en plus important au niveau de la satisfaction des besoins
alimentaires des populations (NICOLAS et al., 2007). La croissance rapide de cette activité,
ainsi que I’intensification mal maitrisée des systemes de production, a provoqué le
développement de diverses maladies, d’origine virale et bactérienne, qui freine
considérablement le développement de ce secteur (CASTEX, 2009).

Les nombreux défis de la production aquacole incluent la lutte contre les épizooties
(épidémies touchant les animaux), la mise au point d’aliments appropriés et la gestion de la
qualité de 1’eau qui sont a I’origine de pertes économiques importantes. Cependant, la lutte
contre les pathologies reste une priorit¢ des plus importantes. Les moyens de
lutte généralement utilisés contre les maladies d’origine bactérienne sont la vaccination et les
antibiotiques (TRAN NGOC TUAN et al., 2013). L’utilisation excessive de ces derniers, a
engendré D’apparition de souches bactériennes antibio-résistantes et qui peuvent se
transmettre 2 ’homme (SAPKOTA, 2008 ; NIKAIDO, 2009). De plus, cette utilisation
excessive entraine la persistance des antibiotiques dans les sédiments et 1’environnement
aquatique en général.

Les produits de substitution qui peuvent réduire 1’utilisation d’antibiotiques sont les
probiotiques, ces derniers n’ont pas montré des effets néfastes pour I’animal et ’homme mais

demandent des autorisations de mise sur le march¢ (NICOLAS et GATESOUPE, 2007)

I.1.7.1 Evaluation des probiotiques en aquaculture
Comme vu précédemment, un microorganisme doit répondre a plusieurs critéres pour qu’il
soit reconnu comme étant potentiellement probiotique. Ces critéres sont répartis en trois

catégories concernant la sécurité, la fonctionnalit¢é et la technologie de production
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(KLAENHAMMER et al., 1999 ; SAARELA et al.,, 2000; OUWEHAND et al., 2002;
GUEIMONDE et al., 2006).

D’aprés (BALCAZAR et al., 2006), en aquaculture, la souche bactérienne doit subir deux

types de test d’antagonisme contre les pathogénes.

Tests d’antagonisme

In vitro In vivo
- Capacité a coloniser le tractus intestinal

Capacité a produire des = B
(adhéston des bactéries a la surface

composés a effet
antimicrobien. mElquepse), N
- Capacité 4 entrer en - Effets immuno-modulateurs sur [hote
compétition avec les bactéries (SCFf}“g’ﬂ decy 191{11155
pathogénes. anti-inflammatoires).

Figure 2: Evaluation in vivo et in vitro de I’effet du potentiel candidat probiotique.

[.1.7.2 Différentes applications des probiotiques en aquaculture:

De nos jours, I’utilisation des probiotiques devient une partie intégrante des pratiques
aquacoles visant a optimiser la production. Les espéces les plus fréquemment utilisées en
aquaculture comprennent Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Carnobacterium, Shewanella, Bacillus, Aeromonas, Vibrio, Enterobacter, Pseudomonas,
Clostridium et Saccharomyces et leur applications concernent surtout 1’alimentation et la
résistance aux maladies a travers leur activit¢ immunomodulatrice notamment la régulation
des genes liés au systeme immunitaire (NAYAK, 2010). Ces probiotiques utilisés en
aquaculture sont issus des intestins, des branchies, du mucus cutané des animaux aquatiques,
des habitats, des collections de cultures ou encore des produits commerciaux.

Un dépistage est cependant nécessaire avant toute utilisation. En effet, une bactérie peut étre

pathogeéne pour une espece aquatique et procurer en méme temps des effets bénéfiques a une
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autre. La dose ainsi que la durée de prise sont les facteurs primordiaux a considérer pour

atteindre le résultat désiré. Les probiotiques sont généralement administrés en tant qu’additif

alimentaire et peuvent étre des mono-souches, une combinaison de plusieurs ou encore en

association avec des immunostimulants prébiotiques (oligo et polysaccharides bénéfique a la

sant¢) sous forme vivante ou morte (HAI, 2015).

Dépendamment du résultat souhaité et de 1’application, différentes souches sont utilisées.

[.1.7.3 Utilisation dans ’amélioration de la production aquacole:

Le tableau ci-dessus résume les principaux effets bénéfiques recherchés sur les especes

d'¢levage dans I'utilisation de probiotique en aquaculture et les souches utilisées:

Tableau 2: Souches probiotiques utilisées en aquaculture (MARTINEZ CRUZ et al., 2012)

Action recherchée

Probiotique

Espéce aquacole ciblée

Effet bénéfique sur la

croissance des poissons

Bacillus sp. S11

Penaeus monodon (RENGPIPAT et al.,
1998)

Bacillus sp

Gadus morhua (QUEIROZ et BOYD, 1998)

Carnobacterium divergens

Crassostrea gigas (GILDBERG et al.,
1997)

Alteromonas CA2

Crassostrea gigas (DOUILLET et
LANGDONE, 1994)

Lactobacillus helveticus

Scophthalmus maximus (GATESOUPE,
1999)

Lactobacillus lactis AR21

Brachionus plicatilis (GATESOUPE, 1999)

Streptococcus thermophilus

Scophthalmus maximus (GATESOUPE,
1999)

Streptomyces Xiphophorus helleri (DHARMARA et
DHEVENDARAN, 2010)
L. casei Poeciliopsis gracilis (HERNANDEZ et al.,

2010)
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Bacillus NL 110, VibrioNE 17

Macrobrachium rosenbergii (RAHIMAN et
al., 2010)

Bacillus coagulans

Cyprinus carpio koi (LIN SH, 2012)

Inhibition des pathogénes

Bacillus sp

Penaeids (MORIARTY, 1998)

Enterococcus faeciumSF 68

Anguilla anguilla (CHANG et LIU, 2002)

L. rhamnosusATCC53103

Oncorhynchus mykiss (NIKOSKELAINEN
et al., 2001)

Micrococcus luteus A1-6

Oncorhynchus mykiss (IRANTO et
AUSTIN, 2002)

Pseudomonas fluorescens

Oncorhynchus mykiss (GRAM et al., 1999)

P. fluorescens AH2

Oncorhynchus mykiss (GRAM et al., 2001)

Pseudomonas sp.

Oncorhynchus mykiss (SPANGGAARD et
al., 2001)

Roseobacter sp. BS. 107

Scallop larvae (RUIZ-PONTE et al., 1999)

Saccharomyces cerevisiae, S.
exiguous,
Phaffia rhodozyma

Carnobacterium sp.

Litopenaeus vannamei (SCHOLZ et al.,
1999)

Vibrio alginolyticus

Salmonids (AUSTIN et al., 1995)

V. fluvialis

Oncorhynchus mykiss (IRIANTO et
AUSTIN, 2002)

Tetraselmis suecica

Salmo salar (AUSTIN et al., 1992)

Hg4-03

Hepialus gonggaensis larvae (YOUPING,
2011)

Lactobacillus acidophilus

Clarias gariepinus (ABDULLAH et al.,
2011)

Bacillus spp., Enterococcussp.

Farfantepenaeus brasiliensis (MOREIRA et
al., 2011)
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Lactococcus lactis

Epinephelus coioides (ZHANG et al., 2012)

Amélioration de la digestion

des nutriments

L.helveticus

Scophthalmus maximus (GATESOUPE,
1999)

Bacillus NL 110, Vibrio NE 17

Macrobrachium rosenbergii (RAHIMAN et
al., 2010)

Carnobacterium sp. Hg4-03

Hepialus gonggaensis larvae (AUSTIN et
al., 1995)

Lactobacillus acidophilus

Clarias gariepinus (DOHAIL et al., 2009)

Shewanella putrefaciens Pdp11

Solea senegalensis (TAPIA et al., 2012)

Amélioration de la tolérance

au stress

Lactobacillus delbrueckii

Dicentrarchus labrax (CARNEVALI et al.,
2006)

Alteromonas sp.

Sparus auratus (VARELA et al., 2010)

B. subtilis, L. acidophilus, S.

cerevisiae

Paralichthys olivaceus (TAOKA et al.,
2006)

L. casei

Poecilopsis gracilis (HERNANDEZ et al.,
2010)

Pediococcus acidilactici

Litopenaeus stylirostris (CASTEX et al.,
2009)

Shewanella putrefaciens Pdp11

Makimaki (TAPIA et al., 2012)

Amélioration de la

reproduction

Bacillus subtilis

Poecilia reticulata, Xiphophorus
maculatus (GHOSH et al., 2007)

L. rhamnosus

Danio rerio (GIOACCHINI et al., 2010)

L. acidophilus, L. casei,
Enterococcus
faecium, Bifidobacterium

thermophilum

Xiphophorus helleri (ABASALI et
MOHAMAD, 2010)
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I.1.7.4 Utilisation dans le traitement et I’amélioration de la qualité des eaux:

Dans le cas d’un élevage intensif de poisson, I’accumulation des déchets organiques dans les
fonds et leur oxydation appauvrit les bassins en oxygene et induit la formation de métabolites
toxiques (nitrites, ammoniac..) qui augmentent la mortalité dans ces é¢levages. Afin d’y
remédier, des micro-organismes probiotiques sont introduits dans les bassins et ¢liminent ces
métabolites pour ainsi améliorer la qualit¢ de I'eau (LAMARI, 2014). Ce type de
biotechnologie est appelé la biorestauration et les souches utilisées dans ce contexte incluent
les Bacillus, Nitrosomonas, Cellulomonas, Nitrobacter, Pseudomonas, Rhodoseudomonas,
Nitrosomonas et Acinetobacter (SHISHEHCHIAN et al, 2001).
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CHAPITRE II: MATERIEL ET METHODES
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Objectif du travail

L’¢étude réalisée a pour but de mettre en évidences les potentielles propriétés probiotiques des
souches isolées a partir de I’espéce aquatique prélevée : Sepia officinalis. Ces propriétés sont
principalement 1’activité antibactérienne et la résistance aux conditions du tractus gastro-
intestinal (acidité gastrique, sels biliaires, pouvoir d'adhésion cellulaire) pour ainsi
sélectionner les souches a potentiel probiotique considérable en vue de diverses applications

biotechnologiques particulierement dans le domaine de 1’aquaculture.

I1.1 Matériel biologique

L’espece utilisée dans notre étude fut collectée au mois de Mars 2020. Il s’agit de la seiche
commune

Embranchement : Mollusca
Classe : Cephalopoda

Sous-classe : Coleoidea

Super ordre : Decabrachia
Ordre : Sepiida

Famille : Sepiidae Figure 3: Représentation de 1’espéce Sepia officinalis
Genre : Sepia

Espéce : Sepia officinalis (LINNAEUS, 1758)

Sepia officinalis communément appelée la seiche commune est un mollusque vivant jusqu’a
200 metre de profondeur sur des fonds meubles sables ou graviers en méditerranée, mer
baltique et mer du nord. Elle est caractérisée par un corps en forme de fuseau a la coloration
marbrée de blanc et de brun sur le dos et blanc au niveau du ventre et se nourrit
essentiellement de poissons, de mollusques et de crustacés. Elle posséde un ceil volumineux
avec une pupille en forme de W et sa taille varie de 15 a 45 cm. Comme d’autres
céphalopodes, en cas de menace, elle expulse un nuage d’encre noire pour tromper ses
ravisseurs. La croissance des jeunes seiches est particulierement rapide, celles-ci atteignent la

maturité sexuelle a partir de I’age d’un an. Au printemps, les adultes migrent vers les eaux
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superficielles ou se déroulent des accouplements et meurent juste aprés la période de

reproduction (NAUSICAA, 2020).

L’analyse du microbiome du tube digestif, des branchies et de la peau chez S. officinalis, faite
par la combinaison de séquencage d’amplicons d’ARNr 16S, de PCR quantitative et
d’imagerie spectrale de fluorescence a révélé un microbiote composé en majeure partie

d’espéces de Vibrionaceae et Piscirickettsiaceae (LUTZ et al, 2019).

I1.2 Méthodes

I1.2.1 Echantillonnage et isolement des bactéries

Un échantillon de mollusque frais a été prélevé le 12/03/2020 d’une poissonnerie d’Alger.
L’échantillon est déposé directement par le vendeur dans un sac en plastique, ce dernier, est
mis dans une glacicre et dirigé au laboratoire de Microbiologie a I’Ecole Nationale Supérieure

des Sciences de la Mer et d'Aménagement du Littoral.

L’échantillon de Sepia officinalis a ét¢ manipulé dans des conditions stériles, afin d’effectuer
un isolement des bactéries a partir de son tube digestif selon le protocole d’IDOUI et al.

Modifié (2009) (Figure4).

L’isolement des souches a ét¢ effectué¢ sur deux milieux sélectifs : gélose au Cétrimide et
milieu Mac Conkey permettant I’isolement des bactéries a Gram négatif particulierement
Pseudomonas et les Enterobactéries. A partir des cultures obtenues sur les milieux
d’isolement précédents, un repiquage de deux fois a été effectué¢ sur du BHI A (BRAIN
HEART INFUSION AGAR) pour obtenir des cultures pures. La conservation des souches a

¢été faite en réalisant un ensemencement par piqure centrale dans des tubes de conservation.
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Figure 3: Les différentes étapes d’isolement des bactéries a partir du tube digestif de S.

officinalis
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I1.2.2 Identification
I1.2.2.1 Caractéres morphologiques

I1.2.2.1.1 Aspect macroscopique

Le premier critére d’identification est celui de 1’aspect macroscopique des colonies isolées
vues a I’ceil nu; taille, forme du relief (bombée, semi bombée, plate), couleur, aspect (collant,
filamenteux...), odeur, transparence (opaque, translucide), allure des contours (régulier,
dentelés), pigmentation, et aspect de la surface (lisse ou rugueuse).

I1.2.2.1.2 Aspect microscopique (coloration de gram)

Cette technique a pour but de déterminer 1’aspect microscopique de la bactérie (morphologie :
coccli, bacille.. et agencement) ainsi que la nature de sa paroi (Gram+, Gram-).

Préparation d’un frottis
A I’aide d’une anse de platine, une colonie bactérienne jeune a été prélevée et déposée sur
une lame propre contenant une goutte d’eau stérile. Elle a ensuite été étalée, séchée puis fixée

a la chaleur du bec bunsen.

Coloration de Gram

e Quelques gouttes de violet de Gentiane ont été¢ déposées sur le frottis fixé pendant une
minute, apres ringage, on ajoute le Lugol pendant 30 secondes.

e Le violet de gentiane va permettre de colorer le cytoplasme des bactéries, quant au
Lugol (composé 10d¢) joue le role d’un mordant qui permet de fixer le violet dans les

bactéries.

e La décoloration se fait en coulant la solution d’alcool sur la lame jusqu'a ce que le
violet ne s’écoule plus du frottis, entre 5 a 10 secondes. L’alcool ne va traverser que la
paroi de certaines bactéries (Gram-) et décolorer leur cytoplasme.

o La derniére étape consiste a verser quelques gouttes de Fushine sur la lame en laissant
agir une minute. Le colorant permet de visualiser les bactéries décolorées (Gram
négatif).

e Apres chaque ¢€tape, la lame est rincée avec de 1’eau distillée.

e Apres séchage, on passe a I’observation microscopique (grossissement 40X puis
100X) ou les cellules Gram positif apparaissent en violet et les cellules Gram négatif

apparaissent en rose (BARTHOLOMEW et MITTWER , 1952).
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I1.2.2.2 Caractére enzymatique (Test d’oxydase)

La recherche d’oxydase est un test fondamental pour orienter 1’identification des bactéries a
Gram négatif. Le réactif PDA (N-diméthyl paraphényléne diamine) est souvent imprégné sur

des disques (disques oxydases).

A partir d’un milieu solide, a ’aide d’une pipette Pasteur, une colonie est déposée sur un
disque oxydase placé sur une lame. Dans le cas de 1’apparition d’une coloration violette, la
bactérie est considérée oxydase+ (posséde le cytochrome oxydase) (LEYRAL et JOFFIN,
2005).

I1.2.2.3 Identification biochimique par la galerie API 20 E (BioMérieux, France)
Principe

Le systeme API 20E BioM¢érieux (Appareillage et Procédé d’Identification) est une version
miniaturisée et standardisée des techniques biochimiques pour 1’identification de bacilles a

Gram négatif dont les Entérobactéries (MURRAY et al., 1999).

La galerie comporte 20 alvéoles contenant des substrats sous forme déshydratée. Les
différents tests sont inoculés avec une suspension bactérienne de densité convenable. Les
réactions produites durant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés

spontanés ou révélés par addition de réactifs.

L’identification est obtenue a I’aide du Catalogue Analytique ou d’un logiciel d’identification

(MOUSTARDIER, 1972)

Figure 4: Galerie API 20E
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Mode opératoire

Préparation de la galerie

Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau
distillée dans les microtubes afin de créer une atmosphére humide, puis, déposer
stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

A I’aide d’une pipette la suspension bactérienne est introduite dans les tubes et cupules
des tests: CIT, VP, GEL Pour les autres tests, seuls les tubes sont remplis

Les tests ADH, LDC, ODC, H,S, URE, nécessitent une anaérobiose en remplissant leur
cupule avec I’huile de vaseline.

Aprées avoir préparé la galerie API20E, fermer la boite d’incubation et incuber a 37+

2°C (MURRAY et al., 1999).

Lecture

Noter sur la fiche les résultats de toutes les réactions spontanées.

Révéler les tests nécessitant 1’ajout de réactifs:

Test VP: I’ajout d’une goutte de réactif VP1 et VP2. Une couleur rose franche apparait
dans les 10 minutes, indique une réaction positive

Test TDA: I’ajout d’une goutte de réactif TDA. Une couleur marron foncé indique une
réaction positive.

Test IND: I’ajout d’une goutte de réactif Kovacs, 1’apparition instantanée d’un anneau

rouge indique une réaction positive.

La lecture des réactions se fait selon le profil numérique a 1’aide du catalogue

analytique API 20E (CASTILLO et BRUCKNER, 1984).

I1.2.3 Le test du pouvoir antagoniste par la méthode des puits

La méthode des puits repose sur la diffusion d’agents inhibiteurs dans des puits creusés dans

une gélose contenant dans sa masse une souche indicatrice. Le milieu utilisé consiste en une

gélose Mueller Hinton (MH) coulée en boite de Pétri. L’ensemencement se fait en trempant

un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne puis on le frotte sur la totalité de la

surface gélosée en stries serrées. Cette opération est répétée trois fois en tournant la boite de

60° a chaque fois. Les souches indicatrices utilisées sont : E.coli ECTCS8, E.coli K12, Vibrio

fluvialis, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa ; ces souches sont considérées

comme pathogenes chez les poissons d’intéréts aquacoles.
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Des puits de 4 mm de diametre ont été réalisés a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile, ensuite,
chaque puit a été rempli par 100 pl de suspension bactérienne des souches inhibitrices
(figure 6). Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24h. L’inhibition est révélée par
la présence de zones d'inhibition (halo) autour des puits (BAREFOOT &
KLAENHAMMER, 1983).

Culture bactérienne

*
l L-‘ — Diffusion

Gelose de support .
Zone d'inhibition, apres incubation 18

heures a 37°C

Figure 5: Schéma représentant la méthode de détection de I'antagonisme bactérien par puits
(adaptée d’aprés BAREFOOT et KLAENHAMMER, 1983).

I1.2.4 Test de production de biofilm

Une culture bactérienne jeune de 18h est ajustée a une densité optique comprise entre 0.56 —
0.64 a une longueur d’onde de 540 nm. Un volume de 250ul de chaque suspension est incubé
sur les plaques de 96 puits stériles pendant 6h a 37°C. Aprés incubation, chaque puit est
d’abord lavé avec 25ul de cristal violet a 1% qu’on laisse reposer pendant 15 minutes. Les
puits sont ensuite lavés 3 fois avec 200 ul de PBS stérile, puis deux fois avec 200ul d’éthyle
alcool. Le contenu de I’inoculum est introduit dans un tube a essai contenant un volume de
1.2 ml d’alcool. Apres agitation, la DO est mesurée a une longueur d’onde de 540 nm. Les
souches bactériennes sont qualifiées de fortes productrices de biofilm si la DO est supérieure
a 0,500, de productrices moyenne si la DO est comprise entre 0.500 et 0.100 et de faibles
productrices si la DO est inférieure a 0.100 (MALDONADO et al., 2007). L’expérience a été

faite en triplicata.
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Figure 6: Photo représentative de la méthode suivie lors du test de production de biofilm

I1.2.5 Test d’antibio-résistance

Les souches isolées ont été testées vis-a-vis de 13 disques d’antibiotiques (Tableau3) :
Tableau 3: Liste des antibiotiques utilisés dans le test d’antibio-résistance

Boite Nom de I’antibiotique Symbole Charge
Amoxicilline AX 25ug
Tetracycline TE 30ug

1
Aztréonam ATM 30ug
Cefoxitine FOX 30ug
Ceftazidime CAZ 30ug
Oxacilline 00X Sug
Gentamicine CN 10pg

2 Amikacine AK 30ug
Trimethoprim + sulfamethoxazole SXT 25pg
Ciprofloxacine CIP Sug
Acide nalidixique NA 30ug
Trimethoprim TMP Sug
Clindamycine CD 2ug
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A partir d’une culture jeune de 18-24h, des colonies ont été prélevées et déposées dans Sml
d’eau physiologique stérile a raison d’une concentration de 10® (ajuster a une DO incluse
entre 0.08 et 0.1 a une longueur d’onde de 625nm). On procede ensuite a 1'écouvillonnage par
stries serrées de chaque souche sur 2 boites de pétri contenant de la gélose MH a 1’aide d’un
¢couvillon stérile trempé dans la suspension bactérienne puis essoré. Les disques
d’antibiotiques sont ensuite déposés a 3cm d’écart les uns des autres sur les boites
préalablement ensemencées. Les boites sont incubées a 37° pendant 24h.

Les diamétres des zones d’inhibition de croissance autour de chaque disque ont été mesurés.
Les résultats sont interprétés selon les recommandations du Comité de 1’ Antibiogramme de la
Société Frangaise de Microbiologie CA-SFM (2017). Les résultats sont exprimés par (S)

sensible, (I) intermédiaire et (R) résistant.

I1.2.6 Test d’hémolyse

A partir d’une culture jeune, un ensemencement en stries a été effectué¢ sur des boites de
gélose Columbia contenant 5% de sang frais (humain) puis incubées pendant 24 h a 37°C.
Apres incubation, on distingue 1’a-hémolyse: halo transparent autour des colonies (hémolyse
totale), la B-hémolyse: halo verdatre autour des colonies (hémolyse partielle) ou la Y

hémolyse qui représente 1’absence d’hémolyse (MARAGKOUDAKIS et al., 2006).

I1.2.7 Test de la résistance au pH gastrique

Apres revivification des souches test, 1 ml a été suspendu dans une solution de BHI bouillon
ajustée a pH 2, pH 3, pH 4 et pH 7 et incubée a 37°C (EI-JENI et al., 2015). Aprés 3h
d’incubation, le taux de survie des bactéries dans les différents pH est estimé par un
dénombrement en surface fait a partir de plusieurs dilutions, accompagné par une mesure
comparative de la densité optique (a t=0 et t=3h) (MUTHUKUMAR et KANDEEPAN,

2015). L expérience a été faite en triplicata.

I1.2.8 Test de la résistance aux sels biliaires

Apres une revivification des souches test, 1 ml a été suspendu dans une solution de BHI
bouillon ajustée a pH 7 avec une concentration d’OXGAL de 0.3% et incubée a 37°C. (El-
JENI et al. 2015). Aprés 3h d’incubation, le taux de survie des bactéries dans le bouillon de
BHI contenant les sels biliaires est estimé par un dénombrement en surface fait a partir de
plusieurs dilutions accompagné d’une mesure comparative de la densité optique. (A t=0 et

t=3h) (MUTHUKUMAR et KANDEEPAN, 2015). L’expérience a été faite en triplicata.
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CHAPITRE III: RESULTATS ET

DISCUSSION
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L’objectif de ce travail a été d’isoler des bactéries a potentiel probiotique a partir de Sepia
officinalis en vue d’une application dans le domaine d’aquaculture.

Dans la pratique, on s’est basée d’abord sur les tests d’antagonisme, la production de biofilm
et d’antibio-résistance afin de sélectionner des souches intéressantes suivi des tests de la

résistance au pH et aux sels biliaires et de I’activité hémolytique.

I11.1 Isolement et identification:

A partir de notre échantillon, 13 souches ont été isolées sur les milieux Cétrimide (n=9) et
Mac conkey (n=4).

La gélose au cétrimide est un milieu sélectif qui permet la sélection du genre Pseudomonas et
apparenté. Les colonies bactériennes observées ont ét¢ de grande taille avec un aspect bombé
au centre, présentant un reflet métallique et un contour irrégulier. De plus, certaines souches
ont présenté une pigmentation verte diffusant dans toute la boite de Pétri augurant de la
présence de I’espéce P. aeruginosa.

La gélose Mac Conkey est un milieu qui permet la sélection des entérobactéries
particulierement les coliformes (lactose +) qui apparaissent sous forme de colonies roses, de
taille moyenne, lisses et de forme ronde ou les bactéries lactose négatif qui apparaissent
transparentes. Parmi nos 4 souches isolées sur Mac Conkey, 3 ont ét¢ de couleur
transparentes, de taille moyenne, lisses et de forme ronde; seulement une souche est apparue
de couleur rose, de taille moyenne, lisses et de forme ronde.

L’observation microscopique des bactéries aprés coloration de Gram a montré que ces
bactéries sont sous forme de bacilles a Gram négatif (Figure 8).

La confirmation de I’identification des souches s’est basée sur la réalisation des tests

biochimiques complémentaires : test oxydase et galerie API20E.

Figure 7: Illustration d’une observation microscopique d’une souche a Gram négatif
(Pseudo2) apres coloration de Gram (Gx 100X)
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La confirmation de I’identification des souches s’est faite par des tests biochimiques

complémentaires : test oxydase et galerie API20E.

o Caractere enzymatique (Test d’oxydase)
Les tests d’oxydase effectués ont donné des résultats positifs. La zone réactionnelle sur le
disque d’oxydase est colorée en violet, ce qui suggere la présence du cytochrome oxydase
(Figure 9) qui intervient dans la chaine respiratoire de certaines bactéries exemple
Pseudomonas. Le cytochrome oxydase oxyde le cytochrome C qui va, a son tour, oxyder le
tétraméthyl-1,4-phényléne diamine, substrat qui prend une coloration violet foncée
(DHAYNITHI et al., 2010). Ce test permet de confirmer la présence du genre Pseudomonas

sur le milieu gélose au cétrimide.

Figure 8: Résultat positif de ’oxydase chez I’une des souches testées.

o Caracteres biochimiques (Galerie API 20 E):

La confirmation de I’identification des especes bactériennes retrouvées a été réalisée par la
galerie API 20E. Les résultats obtenus ont permis d’assigner nos souches aux especes

Pseudomonas aeruginosa; Pseudomonas fluorescens et Aeromonas hydrophila. (Tableau 4)
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Tableau 4: Les résultats des différents tests de la Galerie biochimique API 20E.

RESULTATS ET DISCUSSION

Tests Résultats
Pseudomonas Pseudomonas Aeromonas

ONPG(orthonitrophényl- aeruginosa fluorescens hydrophila
betaDgalactopyranoside) ] ] N
ADH (arginine dihydrolase) + + -
LDC (lysine décarboxylase) - - -
ODC (ornithine décarboxylase) + - -
CIT (Assimilation de nitrate) + + -
H2S (production d’hydrogéne sulfuré) - - -
URE (uréase) - - -
TDA (Tryptophane désaminase) - - -
IND (Production indole) - - +
VP (production d’acétoine) - + +
GEL (synthése d’une gélatinase) + + +
GLU (Glucose) + - +
MAN (Mannitol) - + +
INO (Inositol) - + -
SOR - - -
RHA (Rhamnose) - - +
SAC (Saccharose) - - +
MEL (Mélibiose) + - +
AMY (Amygdaline) - - -
ARA (Arabinose) + + -
Oxydase + + +

Figure 9: Illustration du profil biochimique de la souche Pseudomonas aeruginosa
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Tableau 5: Résultat de I’identification des souches isolées

Milieu de Aspect Aspect Production Coloration Test Identification *
Souche sélection microscopique macroscopique | de pigment de Gram oxydase
MKB4 Bacilles, fins et | Colonies de Vert - + Pseudomonas
droits tres taille moyenne, aeruginosa
mobile, transparentes,
MKB3 Mac conkey | diplobacilles. lisse et ronde Vert - + Pseudomonas
transparente aeruginosa
MK7 Vert - + Pseudomonas
aeruginosa*
MKB3 opaque Bacilles droits a2 | Colonies de Absent - + Aeromonas
extrémité taille moyenne, Hydrophila*
arrondies, roses, lisse et
mobile. ronde
BHIA2 Absent - + Pseudomonas
flurorescens*
BHIA3 Bacilles, fins et Vert - + Pseudomonas
Gélose droits tres aeruginosa
Cétrimide mobile,
BHIA4 diplobacﬂ]es. Vert - + Pseudomonas
aeruginosa
BHIAG6 Absent - + Non-fermenter*
BHIAS Absent - + Pseudomonas
fluorescens
BHIA9 Vert - + Pseudomonas
aeruginosa
Cl Vert - + Pseudomonas
aeroginosa
Pseudol Vert - + Pseudomonas
aeroginosa*
Pseudo2 Vert - + Pseudomonas

aeroginosa *

*souche identifiée par galerie API20E
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[I1.2 Test d’antagonisme

L’activité antimicrobienne est I'un des critéres les plus importants pour la sélection des
souches probiotiques. Le test des puits a été réalisé pour les 13 souches isolées dans le but de
déterminer les souches dotées d’un pouvoir antagonisme important.

Le tableau (6) représente les résultats obtenus vis a vis de 5 souches indicatrices. Les

diametres des zones d'inhibition sont représentés en mm.

Tableau 6: Résultat du test d’antagonisme

Code de la Identification Origine Pouvoir antagoniste vis a
souche vis des souches indicatrice

(Zone d'inhibition en mm)

A B C D E
BHIA2 Pseudomonas flurorescens 29 0 0 0 27
BHIA6 Non-fermenter 20 0 21 0 0
Pseudol Pseudomonas aeruginosa 26 11 40 0 11
Pseudo2 Pseudomonas aeruginosa Sepia offinicalis 31 19 40 0 14
BHIAS Pseudomonas flurorescens 0 0 10 0 0
MK7 Pseudomonas aeruginosa 22 15 24 0 17
C1 Pseudomonas aeruginosa 28 0 15 0 14
BHIA3 Pseudomonas aeruginosa 22 0 15 0 14
MKB3 O Aeromonas hydrophila 0 0 10 0 0
MKB4 Pseudomonas aeruginosa 11 21 10 0 0
BHIA4 Pseudomonas aeruginosa 11 31 22 0 0
BHIAY9 Pseudomonas aeruginosa 19 29 20 0 0
MKB3T Pseudomonas aeruginosa 22 29 0 0 0
Témoin 0 0 0 0 0

Légende tableau: A : E. Coli ECTC8 (souche BLSE positif), B: E coli K12, C: Vibrio fluvialis

D:Pseudomonas aeruginosa E : Aeromonas hydrophila, 0 : Résultats négatifs (Absence de zone d'inhibition)

Aprés incubation, les 13 souches ont montré une activité inhibitrice variable vis a vis des

souches indicatrices (E.coli ECTCS8, E.coli K12, Vibrio fluvialis, et Aeromonas hydrophila)

avec des diametres d’inhibition qui varient entre: 10 mm et 40 mm.
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Parmi les souches isolées sur milieu Mac Conkey, la souche Aeromonas hydrophila (MKB3
opaque) a présenté une activité contre uniquement la souche de V. fluvialis, alors que la
souche Pseudomonas aeruginosa (MKB3T) a présenté une activité antibactérienne contre les
deux souches d’E.coli (la naturelle et la multirésistante). Pseudomonas aeruginosa MKB4,
MK?7 ont présenté une activité antibactérienne contre minimum 3 souches indicatrices testées.
Les souches isolées sur gélose au cétrimide ont présenté une activité antibactérienne contre la
souche V. fluvialis seulement (Pseudomonas flurorescens BHIAR); contre 2 a 3 souches
indicatrices pour les autres souches a I’exception des souches Pseudomonas aeruginosa
Pseudol, Pseudo2 qui ont présenté¢ une activité antibactérienne contre les 4 souches
indicatrices avec des diamétres d’inhibition relativement plus important allant de 10 mm a 40

mim.

Les bactéries marines sont connues pour avoir un grand pouvoir antagoniste en produisant une
grande variété de métabolites secondaires structurellement diversifiés et biologiquement
actifs. Par exemple, plus de 60% des bactéries provenant du zooplancton produisent des

substances bactériolytiques (NAIR et al., 1986).

En observant le tableau des résultats de 1’antagonisme, on remarque que la souche Pseudo 1
(Pseudomonas aeruginosa) a présenté une activité antimicrobienne vis a vis de Vibrio
fluvialis, Aeromonas hydrophila, E coli ECTCS8 et E coli k12 avec un diamétre d’inhibition 26
mm, 11 mm, 40 mm contre E coli, Aeromonas et Vibrio respectivement. La souche Pseudo2
(Pseudomonas aeruginosa) a également présenté une activité antimicrobienne contre vis a vis
de Vibrio fluvialis, Aeromonas hydrophila, E coli ECTC8 et E coli k12 avec un diamétre
d’inhibition 31 mm, 14 mm, 40 mm contre E coli, Aeromonas et Vibrio respectivement. Ces
résultats corroborent ceux rapportés dans les travaux de VEERENDRAKUMAR et al.,
(2015), qui ont rapporté que les souches de Pseudomonas d’origine marine présentent une
activité antimicrobienne contre les souches Aeromonas hydrophila et E.coli avec des

diamétres d’inhibition de 12 et 20 mm, respectivement.

Une autre étude menée par GRAM et al, (1998) a montré¢ [’effet antagoniste de
Pseudomonas fluorescens contre Vibrio spp avec un diamétre d’inhibition allant de 3 a 11

mim.

Les bactéries a Gram négatif du genre Pseudomonas produisent une gamme importante de
métabolites secondaires, en plus d’enzymes dégradant les parois cellulaires. Les plus

caractérisés de ces métabolites secondaires sont les: phénazines, phloroglucinols,
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pyolutéorine, pyrrolnitrine, lipopeptides, et le cyanure d’hydrogene. Ces métabolites
secondaires sont actifs vis a vis d’une large gamme de bactéries et de champignons (EISSA et

al., 2014).

; pseudo2

Témoin

Figure 10: Illustration des résultats du test d’antagonisme sur les souches testées.

I11.3 Test de production de biofilm

Un biofilm peut étre défini comme un assemblage de micro-organismes comprenant des
espéces microbiennes attachées a une surface biologique ou inerte et enfermé dans une
matrice auto-synthétisée comprenant de l'eau, des protéines, des glucides et de I'ADN

extracellulaire (COSTERTON et al., 1987).

L’adhésion aux surfaces, en particulier au mucus intestinal, est un paramétre important
permettant aux bactéries probiotiques de coloniser le tractus gastro-intestinal. Cette adhésion

permet de bloquer ’accés aux pathogénes et exerce un effet barriere (MAHDHI et al. 2011).

La majorité de nos souches sont de moyennes productrices de biofilm avec une densité
optique comprise entre 0.1 et 0.5 (figure 12). La souche Non fermenter sp « BHIA6 » est
considérée faible productrice avec une densité optique inférieure a 0.1. Seule la souche P.

aeruginosa « Pseudo2 » est dite forte productrice de biofilm avec une densité optique

38



RESULTATS ET DISCUSSION

supérieure a 0.5 et présente alors potentiellement une adhésion importante aux surfaces.

=
d

2
m

=
n

9
T

DOa 540 nm
[
T

=
P2
|

=2
=
|

[}
|

A 1

LT L L LY
D7 o5 o ol o W D
¢§J & o @ & Qﬁ}@Q

CHE P
& q

Code de la souche

Figure 11: Résultats du test de production de biofilm pour les souches isolées.

D’apres 1’étude menée par KORKEA-AHO et al., (2011), des souches du genre
Pseudomonas ont ¢été introduites dans 1’alimentation des truites arc-en-ciel d’élevage pour
prévenir de la flavobactériose et ce en observant leur capacité a s’attacher aux cellules
épithéliales des intestins des poissons. Les résultats obtenus ont montré une valeur élevée de
bactéries du genre Pseudomonas dans 1’intestin des poissons nourris (1.9 x 10+ UFC g ) et
négligeable dans le groupe non supplémenté (15.2 UFC.g ).

De nombreuses bactéries ont fait I’objet d’études quant a leur capacité a former des biofilms.
On peut citer par exemple, des bactéries a Gram négatif comme Vibrio Cholerae, Escherichia
coli ou P. aeruginosa. Les rassemblements de bactéries du genre conduisent a la formation de
micro-colonies dont la différenciation meéne a 1’¢laboration du biofilm. La matrice
d’exopolysaccharide, essentiellement 1’alginate pour Pseudomonas aeruginosa, représente
quelque 85 % du volume total. Cette matrice renforce la structure du biofilm tout en lui
conservant une grande plasticit¢. (COSTERTON et al.,1999)

L’adhésion et la survie des bactéries probiotiques dans le tractus gastro intestinal est
considérée comme bénéfique pour la réplication et méme la colonisation par la bactérie, qui a

son tour est considérée comme bénéfique pour I'hote (GISMONDO et al., 1999)
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D’autre part, la capacité des micro-organismes a former des biofilms permet leur utilisation
dans la dégradation de divers polluants environnementaux; ce qui représente un processus de
bioremédiation rentable et écologique (MITRA et MUKHOPADHYAY, 2016).

Une étude faite sur les biofilms des espéces P.aeruginosa et P.fluorescens a d’ailleurs
démontré leur efficacit¢ en termes de bioremédiation en dégradant I’essence (mélange
d'hydrocarbures), le xyléne et le benzéne (composés monoaromatiques) et le cyclohexane
(composé cyclique). (MELIANI et BENSOLTANE, 2014) L’implication des biofilms des
Pseudomonas dans la bioremediation des hydrocarbures confirme 1’intérét de nos résultats
dans lesquels les souches Pseudomonas présentent une importante production de biofilm

particuliérement la souche Pseudo?2.

I11.4 Antibiogramme
Nous avons testé la sensibilité des 13 souches vis a vis de 13 antibiotiques de différentes

familles. (Tableau 7)
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Tableau 7: Résultat de I’antibiogramme

Antibiotiques
Souche Identification
AX TE ATM | FOX [ cAz | 0X | sSXT AK [CN|[T™MP |NA |CIP |CD
MK7 Pseudomonas aeruginosa | R R S R R R R R R |S R
Pseudo 1 Pseudomonas aeruginosa | R R S R R R R R |S R
Pseudo 2 Pseudomonas aeruginosa | R R R R R R R |S R
BHIA 2 Pseudomonas R I I R R
fluorescens
BHIA 3 Pseudomonas aeruginosa | R R R R R R R R R
BHIA 9 Pseudomonas aeruginosa | R I R R R I R | R R R
BHIA 4 Pseudomonas aeruginosa R R R R
MKB3 Aeromonas hydrophila R R R I R R |1
opaque
MKB3 Pseudomonas aeruginosa | R R R R I I R | R I R
transparente
BHIA 8 Pseudomonas R R R R R I R R
fluorescens
Cl1 Pseudomonas aeruginosa | R R R R I R I R
MKB 4 Pseudomonas aeruginosa | R R R R R R R R R

Tous les produits bactériens destinés a éEtre utilisés comme additifs dans 1’alimentation
animale notamment en aquaculture, doivent étre examinés afin de déterminer la sensibilité des

souches a la gamme appropriée d’antibiotiques (VANKERCKHOVEN et al. 2008).

Les résultats montrent qu’une partie de nos souches étaient sensibles a: l'aztreoname (a
I’exception des souches BHIA2 Pseudomonas fluorescens et BHIA6 Non-fermenter sp qui
sont intermédiaires); I’amikacine (a I’exception des souches BHIA8 Pseudomonas fluorescens
et MKB3 transparente Pseudomonas aeruginosa qui sont intermédiaires) et a la
ciprofloxacine (a 1’exception de la souche MKB3 opaque Aeromonas hydrophla qui est

intermédiaire).

En ce qui concerne les 3 souches Pseudomonas aeruginosa (MK7, Pseudol, Pseudo2)
considérées comme potentiellement intéressantes di a leur forte activité antimicrobienne et

d’une production importante de biofilm, elles sont sensibles a I’amikacine, a la gentamicine et
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a la ciprofloxacine. Elles montrent cependant une résistance a 1'amoxicillin, a la tétracycline, a
I’aztreonam, a 1’oxacilline, au triméthoprime + sulfaméthoxazol , au triméthoprime, a 1’acide
nalidixique ainsi qu’a la clindamycine. Deux d’entre elles (66%) sont résistantes a la
céfoxitine et a la ceftazidime. D’apres IGBINOSA et al., (2017) Le test de sensibilité aux
antibiotiques a été réalisé pour des souches du genre Pseudomonas isolées a partir
d’échantillons aquatiques, les isolats ont présentés une résistance a 75% contre ceftazidime et
tétracycline, 66.67% sont résistants a la gentamicin, 16.67% résistants au ciprofloxacin,
79.17% résistants a I’aztreonam. Nous pouvons dire que nos résultats concordent avec les
résultats des ¢tudes obtenus confirment la résistance des Pseudomonas aux antibiotiques

utilisés.

Les bactéries du genre Pseudomonas sont naturellement résistantes a de nombreux
antibiotiques car elles sécrétent une céphalosporinase qui provoque I’inactivation des B-
lactamines. Cette bactérie présente de trés nombreux mécanismes de résistance comme
I’imperméabilité par déficits en porines ou par mutation du LPS, et surtout par des
mécanismes de pompes a efflux actif ce qui justifie sa multirésistance, en plus des
mécanismes enzymatiques comme la synthése des B-lactamases chromosomiques pour les [3-
lactamines (MAURIN et al.,1995) ou la production d’enzymes modificatrices conférants
résistance aux aminosides (gentamicine, kanamycine et streptomycine) (LAMBERT et

al.,2006)

Figure 12: Illustration des résultats du test d’antibiorésistance de la souche P. aeruginosa
(Pseudo 2)

En se basant sur les résultats du test d’antagonisme, de la production de biofilm et de

I’antibio-résistence; 3 souches du genre Pseudomonas sont jugées intéressantes et ont été
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sélectionnées pour la suite des tests: test d’hémolyse et test de résistance au pH et aux sels
biliaires. Il s’agit des souches Pseudol, Pseudo2 et MK7 Pseudomonas aeruginosa) qui sont

caractérisées par leur forte production de biofilm et un pouvoir antagoniste important.

II1.5 Test d’hémolyse
L’absence d’activité hémolytique est a son tour une condition préalable nécessaire a la
sélection d’une souche probiotique. Les 3 souches testées ont donné les résultats représentés
dans le (Tableau 8)

Tableau 8 : Résultats du test d’hémolyse.

Code Identification Hémolyse

Pseudo 1 y-hémolyse (absence d’hémolyse)
Pseudomonas aeruginosa

Pseudo 2 a-hémolyse (partielle, halo verdatre)

MK7 a-hémolyse (partielle, halo verdatre)

Dans la littérature, I’activité hémolytique des souches Pseudomonas présente un caractére
variable. Cette variabilité s’explique par 1’émergence de variants phénotypiques de la souche,
qui présentent des propriétés de virulence différentes. (ROSSIGNOL, 2007) Une souche de
P. aeruginosa présente une activité 1étale chez la souris et une cytotoxicité importante vis-a-
vis des leucocytes et différents types cellulaires (HAYASHI et al., 1989; LUTZ et al., 1993,
ROSSIGNOL, 2007), mais ne présente pas d’activité hémolytique vis-a-vis des érythrocytes
humains (SLIWINSKI-KORELL et al., 1999, ROSSIGNOL, 2007). Dans notre étude, les
3 souches du genre Pseudomonas ont prouvé leur innocuité: la souche Pseudomonas
aeruginosa Pseudo 1 ne présente aucune activité hémolytique tandis que les deux autres
souches Pseudomonas aeruginosa Pseudo 2 et MK7 sont caractérisées par une hémolyse
partielle. L’absence d’hémolyse totale d’espéce issue du tube digestive d’une espéce
aquatique a dé¢ja été démontré par RAMESH et al., (2015) sur des souches provenant du

poisson Labeorohita.

I11.6 Test de résistance au pH gastrique et aux sels biliaires

Dans le cas d’une application sur un étre vivant, la souche probiotique administrée par voie
orale se doit de survivre a I’acidité du suc gastrique dans I’estomac et aux sels biliaires dans

I’intestin gréle.
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I11.6.1 Résistance au pH
La résistance au pH a été évaluée apres 3h d’incubation des souches a différents pH: 2, 3, 4 et
7. Cette résistance a ¢€t€¢ mesurée par comparaison de la densité optique suivie d’un

dénombrement en surface pour chaque souche (figure 14 et 15)
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Figure 13: Résultats de I’effet du pH aprés 3h d’incubation par mesure de la densité optique.
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Figure 14: Résultats de ’effet du pH aprés 3h d’incubation par dénombrement.

Le pH naturel d’un estomac vide étant de 1.5, apres un repas, il augmente jusqu’a 5-6 pour
ainsi empécher la prolifération de bactéries pathogénes, c’est pourquoi il est important pour
I’utilisation d’un probiotique que celui-ci puisse résister en nombre suffisant a des variations
de pH allant de 1 a 7 (HUANG et ADAMS, 2004). Dans notre étude, les résultats obtenus
montrent que les 3 souches résistent aux pH 2, 3, 4 et 7 en concentration décroissante et avec
de 1égéres variations dépendamment des souches, ce qui suggere qu’elles pourraient résister a
des milieux acides comme I’estomac. La souche P. aeruginosa Pseudo 2 reste cependant
relativement plus sensible a 1’acidité par rapport aux deux autres souches P. aeruginosa

Pseudol et MK7.
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I11.6.2 Résistance aux sels biliaires
La résistance aux sels biliaires a été évaluée aprés 3h d’incubation des souches en présence de
0.3% d’oxgall. La concentration maximale présente dans le tractus gastro-intestinal est
estimée a 0.5% (QUZEHAUD et VESTERLUND, 2004). Les résultats représentés dans les
figures (16 et 17) comparent I’évolution de la densité optique et la charge microbienne en

présence et en absence des sels biliaire pour chacune des souches testées.

14
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Figure 15: Résultats de 1’effet des sels biliaires (0.3%oxgall) sur les souches testées, estimé
par le suivi de la densité optique.
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Figure 16: Résultats de I’effet des sels biliaires (0.3%oxgall) sur les souches testées, estimé
par le suivi de la charge microbienne.

Les sels biliaires sont des substances potentiellement inhibitrices de la croissance de certaines
bactéries présentes dans les environnements gastriques, les organismes probiotiques doivent
donc impérativement résister a une concentration ¢élevée de ces sels biliaires (GRACIELA et
MARIA, 2001 ; FAO, 2001).

Nos 3 souches Pseudomonas aeruginosa MK7, Pseudo 1 et Pseudo 2 présentent une

résistance aux sels biliaires, leur concentration reste donc importante apres 3h d’incubation.
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Les résultats de résistance aux sels biliaires et au pH gastrique obtenus confirment le fort
potentiel d’adaptation du genre Pseudomonas (ROSSIGNOL, 2007) et confirment que nos
souches peuvent potentiellement étre utilisées comme probiotique.

Les souches sélectionnées répondent aux critéres fonctionnels et aux critéres de sécurité
confirmant leur potentiel probiotique et permettant leur utilisation notamment en aquaculture.
Bien que trés peu d’applications in vivo du genre Pseudomonas en tant que probiotique ont été
effectuées en raison de son caractére de pathogeéne opportuniste, une étude menée par
MAHDHI et al., (2009) a prouvé que I’utilisation d’une espéce du genre Pseudomonas a
considérablement amélioré la croissance et la production totale de biomasse des larves
d'Artémias de culture. En effet, les tests d'antagonisme et d'adhésion démontrent que 1’espéce
utilisée est adhérente et joue un rdle important dans 1’amélioration et la protection de la
culture d’Artémia contre les agents pathogenes. Une autre étude menée par HOQUE et al.,
(2018) in vivo a montré que I’utilisation d’une souche Pseudomonas aeruginosa a augmenté
le taux de survie des alevins Rohu contre 1’agent pathogéne Aeromonas hydrophila ce qui
prouve I’efficacité de Pseudomonas dans 1’amélioration de 1’état de santé et la résistance aux
maladies des poissons. Ces résultats suggérent ainsi que les souches Pseudomonas isolées de
Sepia officinalis sont eux aussi de potentiels candidats probiotiques pouvant étre utilisés en

aquaculture.
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Ce travail a pour but de mettre en évidence le potentiel probiotique de souches bactériennes
issues de la flore intestinale de 1’espéce Sepia officinalis en vue d’une éventuelle utilisation
dans le domaine de I’aquaculture notamment. Pour ce faire, diverses propriétés ont ¢été
recherchées dans ces souches, a savoir: la capacité¢ de production de biofilm, le pouvoir
antagoniste, 1'antibio-résistance, la résistance au faible pH gastrique et aux sels biliaires ainsi
que I’absence d’activité hémolytique.

A partir du tube digestif d’un échantillon commercialisé de Sepia officinalis, 13 différentes
souches ont été isolées et la majorit¢ des souches ont été identifiées comme étant des
Pseudomonas spp. L’étude in vitro effectué sur les 13 souches a révélé de bonnes
performances au plan de pouvoir antimicrobien contre des agents pathogénes comme E.coli
ECTCS8, K12, Aeromonas hydrophila et Vibrio fluvialis, un pouvoir d’adhésion globalement
important et une sensibilité variables vis-a-vis de differents antibiotiques. Les 3 souches
selectionnées ont démontré une activité antimicrobienne sur toutes les souches indicatrices,
une forte prodution de biofilm particuliérement pour la souche Pseudo2 Pseudomonas
aeruginosa, une résistence aux différents pH acides ainsi qu’aux sels biliaires. En ce qui
concerne les tests de biosécurité, les résultats sont relativement rassurants car bien que les
espéces du genre Pseudomonas soient connues pour leur résistence naturelle, les 3 souches
sont toutefois sensibles aux antibiotiques: Aztréonam, amikacine, gentamicine et
ciprofloxacine et aucune souche n’a présenté d’hémolyse totale.

Ce travail nous a permis de mettre en évidence le caractére probiotique de 3 souches qui ont
répondu favorablement a tous les criteres de sélection. Ces résultats permettent d’entrevoir
des perspectives quant aux potentielles applications possibles en aquaculture ainsi que dans la
recherche et I’identification des mécanismes et des substances inhibitrices responsables du

caractere probiotique des souches qui les secretent.
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Résumé

L’objectif du présent travail consiste a mettre en évidence le potentiel probiotique de
bactériennes a Gram négatif isolées a partir du tube digestif du mollusque Sepia officinalis en
vue d’éventuelles applications en aquaculture. Les 13 souches ont été identifiées et testées
dans un premier temps pour : leur activité antimicrobienne vis-a-vis de 5 (Pseudomonas
aeruginosa, E.coli ETC8 multirésistnte, E.coli k12, Aeromonas hydrophila et Vibrio fluvialis),
leur production de biofilm et leur antibio-résistnce. Les résultats obtenus ont abouti a la
sélection de 3 souches Pseudomonas aeruginosa jugées intéressantes (Pseudol, Pseudo2 et
MKY?7). Les 3 souches ont présenté une activité antimicrobienne importante vis-a-vis de 4
souches indicatrices (hormis Pseudomonas aeruginosa). Les souches Pseudol et MK7 sont de
moyennes productrices de biofilm et la souche Pseudo?2 est une forte productrice de biofilm.
Les 3 souches ont présenté un profil de résistance naturelle a Dans un second temps, les 3
souches sélectionnées ont été testés pour leur résistance au pH gastrique et aux sels biliaires
ainsi que pour leur activité hémolytique. Les 3 souches sont résistantes au pH acides et aux
sels biliaires. Les souches Pseudo2 et MK7 ont présenté une hémolyse partielle (a-hémolyse)
et seule la souche Pseudol n’a pas présenté d’activité hémolytique. Les résultats obtenus
montrent que les 3 souches répondent aux critéres fonctionnels et aux critéres de sécurité.
Elles représentent des candidats probiotiques prometteurs dans le domaine de 1’aquaculture
d’autant plus que 1’espéce Pseudomonas aeruginosa a démontré son efficacité en tant que
probiotique dans le traitement des eaux et dans I’amélioration de 1’état de santé d’especes

aquatiques d’¢élevage.

Mots clés : probiotiques, Sepia officinalis, activité antimicrobienne, Pseudomonas

aeruginosa, production de biofilm, aquaculture
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Summary

The objective of this work is to demonstrate the probiotic potential of 13 different Gram-
negative bacterial strains isolated from the digestive tract of the mollusk Sepia officinalis for
possible applications in aquaculture. The 13 strains were first identified and tested for: their
antimicrobial activity against 5 pathogenic indicator strains (Pseudomonas aeruginosa,
multiresistant E.coli ECTCS8, E.coli k12, Aeromonas hydrophila and Vibrio fluvialis), their
antibiotic resistance and their biofilm production. The results obtained led to the selection of 3
strains of Pseudomonas aeruginosa considered to be of interest (Pseudol, Pseudo2 and
MK?7). The 3 strains exhibited significant antimicrobial activity against 4 indicator strains
(except for Pseudomonas aeruginosa). The Pseudol and MK?7 strains are average producers
of biofilm and the Pseudo?2 strain is a strong producer of biofilm. The 3 strains exhibited a
profile of natural resistance to different antibiotics and sensitivity to Aztreonam, Amikacin,
Gentamicin and Ciprofloxacin in addition to Cefoxitin for the Pseudo2 strain. Secondly, the 3
strains were tested for their resistance to gastric pH and bile salts as well as for their
hemolytic activity. All 3 strains are resistant to acidic pH and bile salts. The pseudo2 and
MKZ7 strains exhibited partial hemolysis (a-hemolysis) and only the Pseudol strain didn’t
exhibit a hemolytic activity. The results obtained show that the 3 strains meet the functional
and the safety criteria. They represent promising probiotic candidates in the field of
aquaculture especially that Pseudomonas aeruginosa has already proven its effectiveness as a
probiotic in the treatment of water and in the improvement of the health status of aquatic

species of breeding.

Key words: probiotics, Sepia officinalis, antimicrobial activity, Pseudomonas aeruginosa,

biofilm production, aquaculture.
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