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Avant-propos
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direction du professeur Amina BAKHROUF et le Laboratoire Adaptation, Reproduction,
Nutrition” (ARN) a I’Ifremer, Centre de Brest, Plouzané (France) sous la direction du Docteur

Francois-Joél GATESOUPE Habiliter a Diriger des Recherches.

Ces travaux ont fait 1I’objet la publication de deux articles avec facteur d’impact :

1- Lamari, F., Castex, M., Larcher, T., Ledevin, M., Mazurais, D., Bakhrouf, A. and
Gatesoupe, F.J., (2013). Comparison of the effects of the dietary addition of two lactic acid
bacteria on the development and conformation of sea bass larvae, Dicentrarchus labrax, and

the influence on associated microbiota. Aquaculture. 376379, 137-145.

2- Lamari, F., Khouadja, S, Bakhrouf, A. and Gatesoupe, F.J., (2014). Selection of lactic acid
bacteria as candidate probiotics and in vivo test on Artemia nauplii. Aquaculture

International. 22: 699-709.
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RESUME

Les élevages des poissons sont soumis a des épisodes des mortalités anormales. Les
bactéries du genre Vibrio sont connues comme des pathogenes opportunistes et ont été
associées a ces ¢épisodes des mortalités. Pour faire face a ces problémes d’épizooties, les
pisciculteurs ont le plus souvent recours a 1’utilisation des antibiotiques. Néanmoins, des abus
dans son utilisation ont malheureusement conduit a 1’apparition des souches résistantes et a
des fréquents échecs de traitement. Actuellement, les traitements par des bactéries lactiques
probiotiques permettent d’améliorer la qualité des alevins produits pour les besoins de
I’aquaculture, tout en limitant le recours aux antibiotiques. Pour qu’un micro-organisme soit
reconnu comme étant potentiellement probiotique, une évaluation de ce produit basée sur
plusieurs criteres doit étre établie.

Dans une premiere étape, nous avons sélectionné et caractérisé 55 souches de bactéries
lactiques isolées en écloserie. Le premier critere de sélection a porté sur I’inhibition de
souches de vibrions pathogenes in vitro. Les bactéries lactiques ayant un effet anti Vibrio ont
subi des tests de formation de biofilms et des tests de caractérisations phénotypiques,
enzymatiques, physiologiques et génétiques, afin de procéder a leur identification. Puis des
tests de compétition avec V. aligonlyticus ont été pratiqués in vivo sur des larves d’Artemia.
Ce travail nous a permis de sélectionner la souche Lactobacillus casei (X2), car elle présentait
la meilleure combinaison de propriétés requises pour un probiotique. Elle possede en effet une
bonne activité antagoniste, elle n’est pas hémolytique, elle présente une forte adhérence sur
plaque polystyrene et elle offre la meilleure protection contre V. alginolyticus lors du test de
challenge avec Artemia.

Dans une deuxieme étape, la souche retenue (La. casei X2) et une autre déja
commercialisée sous le nom de Bactocell (Pediococcus acidilactici) ont été testées sur des
larves de bar, afin d'évaluer les effets sur la qualité des alevins, leur réponse immunitaire et la
microflore associée. Nous avons vérifié que les deux probiotiques (La. Casei et P.
acidilactici) diminuaient la charge en vibrions et en microflore totale chez les larves de bar.
La souche P. acidilactici a également affecté les profils de la communauté bactérienne

intestinale des larves de bar. Par contre, La. casei n’a pas affecté la structure de la
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communauté bactérienne, bien que la souche soit présente chez les larves au jour 40 a une
concentration élevée. Ces deux bactéries ont pu améliorer la croissance en longueur des larves
aux jours 30 et 45 et la croissance en poids au jour 20. L’étude de I’influence des deux
probiotiques sur des marqueurs de la physiologie des larves a montré qu’au jour 41, P.
acidilactici était plus efficace que La. casei dans la régulation du stress oxydatif. Néanmoins,
P. acidilactici a engendré des effets inflammatoires chez les larves a j20, et elle a induit un
retard dans le développement osseux. Bien que La. casei ait accéléré le processus
d’ossification chez les larves a j20, 1’étude histopathologique a révélé une forte incidence des
malformations vertébrales avec les larves a j62. A I’inverse, les larves alimentées avec P.

acidilactici ont présenté un taux supérieur d’ossification normale et compleéte.
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ABSTRACT

Diseases cause major production losses in fish farms. Bacteria of the genus Vibrio are
known as opportunistic pathogens, and have been associated with mass-mortality episodes. To
cope with these disease outbreaks, fish farmers often resort to the use of antibiotics. However,
preventive overuse has led to the emergence of resistant strains and frequent treatment
failures. Probiotic lactic acid bacteria are increasingly used to improve the quality of seed
production in aquaculture, while limiting antibiotic treatments. Microbial strains must fulfil
several criteria to be evaluated as potential probiotics.

In a first step, we selected and characterized 55 strains of lactic acid bacteria isolated
from fish hatchery. The first selection criterion focused on the in-vitro inhibition of
pathogenic Vibrio strains. Lactic acid bacteria with antagonistic properties were tested for
biofilm formation. The strains were characterised with the phenotypes, based on enzymatic
and physiological tests, and identified by genotyping. In-vivo challenges with Vibrio
aligonlyticus were then performed on Artemia. Lactobacillus casei X2 was thus selected, due
to the best combination of the attributes that are required for probiotics. The strain showed
antagonistic activity, adhered strongly to polystyrene plate, and secured Artemia with the best
protection against V. alginolyticus.

In a second step, La. casei X2 and a commercial strain of probiotics (Bactocell,
Pediococcus acidilactici) were tested on European sea bass larvae, with a view to assess the
effects on alevin quality, immune response and associated microbiota. Both of the lactic acid
bacteria, La. casei and P. acidilactici, decreased the bacterial load and Vibrio in sea bass
larvae. P. acidilactici changed significantly the profile of the bacterial community associated
with fish larvae, compared to the control group. La. casei did not affect the structure of the
bacterial community, although the strain was detected at high concentration in the larvae at 40
day post hatch (dph). Both probiotic treatments increased fish larval growth in body mass at
20 dph, and in length at 30 and 45 dph. Two physiological markers for gene expression
suggested that P. acidilactici was more efficient than La. casei for the regulation of oxidative
stress in sea bass at 41 dph. P. acidilactici induced some delay in bone development, and

inflammatory signs were observed in the larvae at 20 dph. Though La. casei accelerated the
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early ossification process in the larvae by 20 dph, the histopathological study revealed a high
incidence of vertebral malformations at 62 dph. In contrast, the treatment with P. acidilactici

produced the highest proportion of fish with normal and complete ossification.
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Durant ces dernieres années, I’aquaculture a connu un grand essor, et elle est aujourd’hui
considérée comme ’une des activités de production animale ayant le plus fort potentiel de
développement. La production marine est orientée principalement vers les poissons a fortes
valeurs marchandes. En Méditerranée, les especes les plus élevées sont le loup de mer ou bar
européen (Dicentrarchus labrax) et la daurade royale (Sparus aurata). Cependant,
I’émergence des pathologies infectieuses se développant a la faveur des conditions d’élevage
intensif représente un facteur limitant le développement de I’aquaculture. Les maladies
infectieuses sont responsables des plus grosses pertes en aquaculture, elles sont a 1’origine de
conséquences économiques et sociales parfois dramatiques, pouvant aller jusqu’a la faillite de
I’entreprise aquacole. En effet, les microbiologistes ont mentionné la prédominance du genre
Vibrio sur les cultures bactériennes issues d’échantillons d’eau de mer ou associées a des
poissons. Ce genre est responsable de la maladie de vibriose qui entraine des lourdes pertes
économiques dans les élevages aquacoles mettant en jeu la viabilité de I’entreprise. Les
Vibrions sont caractéris€és par leur abondance dans le milieu marin, par leur potentiel
d’adaptation aux facteurs environnementaux et par le pouvoir pathogene de certaines souches.
Ils ont fait I’objet d’une attention croissante et ils représentent une préoccupation majeure

pour 1’aquaculture mondiale.

N

Pour faire face a des maladies bactériennes, les pisciculteurs ont le plus souvent recours a
I’utilisation d’antibiotiques (Nikaido, 2009). Ces utilisations massives ont rapidement entrainé
I’apparition des bactéries résistantes difficiles a traiter. Ils constituent aussi une menace
directe pour la santé humaine et ’environnement. Le risque de sélectionner des souches
pathogenes résistantes incite donc a limiter le recours aux antibiotiques. Suite aux limitations
d’utilisation des antibiotiques, de nombreuses études font état d’essais d’utilisation des
probiotiques en aquaculture (Irianto et Austin, 2002). En effet, ’utilisation des traitements
microbiens probiotiques permet d’améliorer la qualité des alevins produits. Les probiotiques
proposés en aquaculture appartiennent en majorité soit au groupe des bactéries lactiques, soit
au genre Bacillus. Ces probiotiques se trouvent sous forme commerciale et sont introduits
comme additifs dans I’alimentation des poissons, crustacés et mollusques d’¢élevage

(Moriarty, 1998; Wang Y et al., 2005 ; Castex et al., 2009).
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Actuellement, les bactéries lactiques qui bénéficient d’un statut GRAS (Generally Recognized
As Safe) sont les microorganismes probiotiques les plus utilisés en aquaculture (Gatesoupe et
al., 2013 ; Merrifield et al., 2011 ; Picchietti et al., 2008). En effet, les bactéries lactiques sont
souvent utilisées dans le but de stabiliser la flore intestinale en réduisant notamment le
développement de flores pathogenes tout en favorisant la flore lactique. Ces bactéries peuvent
également améliorer la digestion des nutriments, la croissance et le systtme immunitaire des

poissons (Martinez et al., 2012 ; Tapia-Paniagua et al., 2012).

Nous avons entrepris de contribuer au développement de ces traitements probiotiques dans

une étude divisée en deux parties :

% Dans le premier chapitre, nous avons regroupé:

» La sélection in vitro de bactéries lactiques a effet antagoniste contre des souches de
Vibrio

» La caractérisation biochimique, enzymatique et physiologique des bactéries lactiques a
effet anti-Vibrio, y compris leur capacité a adhérer au substrat, puis I’identification de
ces souches sélectionnées.

» La sélection des meilleures souches ayant un effet sur la croissance et la survie
d’Artemia. Dans ce but, des tests de compétition in vivo ont été pratiqués sur les

nauplius d’Artemia.

X/

% Dans le deuxieme chapitre, nous avons focalisé notre €tude sur deux souches, 1’une
retenue comme candidat probiotique apres les sélections réalisées dans le premier
chapitre, et ’autre déja testée et commercialisée comme probiotique. Nous nous sommes
intéressés a :

» L’influence de ces deux microorganismes sur la flore bactérienne des larves de bar.

» L’effet de ces deux souches sur la croissance des larves de bar.

» Les effets des deux bactéries probiotiques sur la qualité et la santé des alevins.
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I. Aquaculture mondiale

Selon les données de la FAO (2012) (Food and Agriculture Organization of the United
Nations), la production mondiale est passée de 142 MT (Millions de Tonnes) en 2008 a 148,5
MT en 2010. Cette production était composée de 88,5 MT issues de la péche et de 60 MT de
produits d’aquaculture. La production aquacole mondiale a atteint un nouveau pic historique
(hors plantes aquatiques et produits non destinés a la consommation humaine), d’une valeur
totale estimée a 119 milliards de dollars EU (Union Européenne). Si I’on inclut les plantes
aquatiques et les produits non destinés a la consommation humaine fournis par les
exploitations aquacoles, la production mondiale de I’aquaculture en 2010 a été égale a 79 MT,
équivalant a 125 milliards de dollars EU. La contribution de 1’aquaculture a la production
mondiale totale de poisson a augmenté régulierement, passant de 20,9% en 1995 a 32,4 % en
2005 et 40,3 % en 2010. Sa part dans la production mondiale totale de poissons destinés a la
consommation humaine était égale a 47 % en 2010 contre seulement 9 % en 1980. D’apres les
prévisions de I’Organisation des Nations Unies pour I’ Alimentation et 1’ Agriculture (ONUAA
ou FAO), la production mondiale actuelle aura doublé d’ici 2025. En 2010, I’ Asie a fourni 89
% de la production aquacole mondiale en volume, contre 87,7 % en 2000. Treize pays
asiatiques sont parmi les 20 premiers producteurs mondiaux en termes de quantité. La Chine
est tres largement en téte, avec une production proche de 48 millions de tonnes. Le premier
pays non asiatique est la Norvege; il devance le Chili et I’Egypte. La France avec 224 000
tonnes se trouve en 3°™ position, derriére la Norvége (ler producteur mondial de saumon) et

devant I’Espagne.

I1. Pisciculture

Selon Barnabé (1986), le terme aquaculture regroupe toutes les activités ayant pour objet la
production, la transformation et la commercialisation d’especes aquatiques qu’il s’agisse des
plantes ou des animaux (culture d’algues, conchyliculture, astaciculture, pisciculture). La
pisciculture est la production des poissons basée sur le contrdle complet du cycle biologique

de I’espece : de la production d’ceufs, I’élevage des jeunes stades, le grossissement des
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juvéniles jusqu’a des tailles variables selon 1’espéce et le marché jusqu’au conditionnement
des géniteurs (FAO, 1990). La pisciculture marine, dont le taux de croissance annuel moyen a
été de 9,3 % de 1990 a 2010 (sept fois plus que celui des mollusques). Le bar (Dicentrarchus
labrax) est une espece a forte valeur marchande. Son élevage s’est développé dans les années
80, pour atteindre quelque 138 000 tonnes en Europe en 2008. En France, la production de bar
d’¢levage s’¢leve a 4 000 tonnes, elle est pratiquée en cage flottante ou en bassin a terre.

(Monfort et Vallet, 2010).
I1.1. Systeme d’élevage de bar (Dicentrarchus labrax)

L’outil de production d’une ferme aquacole est composé¢ de salles d’é¢levage dédiées a
chacune des étapes du cycle biologique de 1’espéce: acclimatation des animaux
reproducteurs, incubation des ceufs, phase larvaire, sevrage alimentaire et prégrossissement
des juvéniles. Elles sont généralement complétées par des zones de productions primaires
(phytoplancton et zooplancton). Ces espaces de production sont équipés de moyens d’élevage
développés et optimisés pour maximiser la survie et la croissance des larves. L’eau de mer
pompée qui alimente les salles d’élevages est rigoureusement contrdlée. Elle est donc filtrée
mécaniquement afin d’éliminer les particules organiques et minérales, avant de subir un
traitement par rayonnement ultraviolet (UV). L’objectif est d’éviter I’introduction de bio-
agresseurs, principalement d’origine bactérienne et virale, mais aussi parasitaire dans les bacs
d’¢levage. La régulation thermique des milieux d’élevage est dans la plupart des cas

nécessaire au bon développement des animaux.

1I.1.1. La reproduction de bar

En écloserie, les animaux reproducteurs sont placés dans des bacs spécifiques d’un volume
adapté et, généralement, en environnement artificiel. La température de I’eau de mer et la
durée de [D’éclairage sont contrdlées, permettant de constituer plusieurs saisons de
reproduction décalées dans le temps afin d’assurer une production d’ceufs a différentes
périodes de D’année. La reproduction est caractéris€ée par D’expulsion des gametes
(spermatozoides et ovules) émis simultanément dans I’eau. La fécondation est effective apres
quelques secondes en raison d’une mobilit¢é des spermatozoides limitée dans le temps.
L’émission des gamétes est libre ou peut étre provoquée par une induction environnementale
ou hormonale (injection de Luteising Hormone-Releasing Hormone, LHRH ; 10 a 20 pg kg‘l).

4
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En période de reproduction, les ceufs flottants sont évacués du bassin des animaux
reproducteurs et récupérés dans un collecteur. La ponte d’une femelle peut assurer plusieurs
centaines de milliers d’ceufs de petit diamétre (1.1 a 1.3 mm). La période de ponte s’étale sur

2 a 3 mois.

11.1.2. Incubation des ceufs

Apres la collecte, les ovules fécondés viables sont dénombrés puis placés dans un bac
d’incubation recevant de 1I’eau de mer stérile. L’incubation des ceufs fécondés dure 3 jours a
une température de 13 a 14 °C. Cette phase correspond a la période du développement de
I’embryon (embryogénese) a I’intérieur des membranes de 1’ceuf et elle se termine a 1’éclosion

d’une larve vésiculée nageante.

11.1.3. Les phases larvaires

La vie trophique de la larve est caractérisée par deux étapes importantes intimement liées a
I’évolution de ses fonctions physiologiques. La premicre correspond a I’alimentation
endogeéne a partir des réserves vitellines de I'ceuf. A ce stade, la bouche n’est pas
fonctionnelle. La croissance enregistrée lors de cette phase est donc corrélée a la quantité et a
la qualité de vitellus, principalement composé de protéines et de lipides. Apres quelques jours,
les yeux, la bouche, ainsi qu’une partie du systeme digestif, sont fonctionnels. Pendant les dix
premiers jours, la larve se nourrit sur ses propres réserves qui sont épuisées lorsque la vésicule
vitelline est totalement résorbée (entre le 8eme et le 10eme jour). La larve doit évoluer
rapidement vers une alimentation exclusivement exogene. Elle a en effet, quelques jours pour

acquérir un comportement de chasse efficace qui va lui permettre la capture de proies

vivantes.

[1.1.3.1. Alimentation des larves de poissons

N

En élevage, la difficulté consiste a créer les conditions de vie optimale pour que cette
transition alimentaire soit effective avant I’épuisement des réserves vitellines. Si la réussite de
cette étape critique n’est pas assurée, la larve s’épuise et meurt rapidement. Pour assurer un
développement normal des larves, le début de I’élevage se fait dans 1’obscurité totale sans
alimentation. La lumicre n’est utilisée que vers 10 jours, lorsque les vessies natatoires des

larves se gonflent d’air. Pour les élever, 1’alimentation peut se faire directement sur des proies
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vivantes (des rotiferes ou des nauplius d’Artemia) ou sur des micro-granulés spécialement mis

au point pour cette espece.

11.1.3.1.1. Utilisation des proies vivantes

La production d’alevins est encore largement dépendante d’¢élevages annexes de proies
vivantes. Les larves peuvent étre nourries pendant les premiers jours de leur vie avec des
rotiferes (Brachionus sp.), mais surtout avec les jeunes stades de développement d’un petit
crustacé (Artemia). Les Artemia pré-grossies constituent un aliment plus équilibré sur le plan
nutritionnel (60 % de protéine et 13 % de lipides par rapport a la matiere seche) que les
nauplius juste éclos tres riches en lipides (57 % de protéine et 20 % de lipides ; Person-Le

Ruyet, 2003).

L’Artemia est un crustacé vivant dans les eaux saumatres. Ce type de proie est largement
utilisé pour nourrir les larves de diverses especes telles que le bar ou la daurade (Barnabé,
1976 ; Person-Le Ruyet et Verillaud, 1980 ; Villamil et al., 2002). Les larves recoivent une
distribution de proies vivantes constituée de nauplius d’Artemia fraichement éclos (AO) du
Eme

Séme Oéme .

10°™ au 20°™ jour, puis de nauplius de 1 jour (A1) du 20°™ au 45°™ jour. Apres le 40°™ jour,
les larves recoivent une nourriture mixte composée des nauplius d’Artemia (Al) et de

microparticules (Kyowa ou Sevbar-Starter) (Coves et Gasset, 1993).

11.1.3.1.2. Utilisation des aliments composés

Pendant de nombreuses années, les proies vivantes (rotiferes, Artemia, copépodes) étaient
utilisées pour 1’alimentation des larves, mais leur colt élevé et leur difficulté de culture ont
conduit a [’utilisation progressive des aliments inertes afin de fiabiliser la production

d’alevins en écloserie et d’en abaisser le coit.

De nombreuses recherches ont été menées pour définir précisément les besoins nutritionnels
des larves de poissons marins. Ces travaux ont montré que les proies vivantes cultivées ne
recouvraient pas completement les besoins essentiels pour assurer le développement des
larves en élevage. A la fin des années 1960, I’utilisation d’aliments composés, plus faciles a
utiliser que les premiers aliments frais, s’est généralisée dans 1’élevage des salmonidés puis
des poissons marins (Guillaume et al., 1999). L’aliment composé destiné au sevrage a subi

des améliorations notables a la fin des années 80 par une simplification de formule et ses
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conditions d’utilisation pour le sevrage de bar a partir d’un mois ont été optimisées ce qui a
permis des gains considérables par rapport aux aliments commerciaux (survie doublée,
amélioration de la croissance et obtention de poids moyens de 1g avec un mois d’avance). En
laboratoire, I’introduction des aliments inertes dans 1’alimentation larvaire s’est faite de plus
en plus tot au cours du développement : J30, J20 (Person Le Ruyet et al., 1993). Les travaux
avancés de Zambonino Infante et al. (1999) sur la physiologie digestive des larves de bar en
réponse a différentes formulations d’aliments ont abouti a la mise au point d’un substitut de
proies vivantes trés performant deés I’entrée en vie trophique. Cet aliment qui a fait 1’objet
d’un brevet, contient (30% de lipides apportés par de I’huile de foie de morue et de la
lécithine de soja) et est disponible dans le marché depuis 2003 sous 1’appellation « Gema-
Micro® ». En utilisant cet aliment, des meilleurs résultats de croissance et de survie chez les
larves de bar ont été obtenus par ces chercheurs. Récemment, Ossey et al. (2012) ont testé
trois aliments a base des farines de soja (AS), de cervelle bovine (AC) et d’asticot (AA) a 35
% de protéines chez les larves de Heterobranchus longifilis agées de 7 jours. Ces aliments ont
été distribués aux larves de poids moyen 41 mg pendant 49 jours. Les résultats ont montré que
les aliments AC et AA donnent les meilleurs taux de croissance. Les larves nourries avec
I’aliment AS ont un taux de survie significativement plus élevé que celles nourries avec les

aliments AA et AC.

III. Le systeme immunitaire des poissons

Comme chez les autres vertébrés, le support anatomique de I’'immunité est constitué¢ par
plusieurs organes par exemple : le rein, la rate, le thymus et le compartiment sanguin. Le
systeme immunitaire comprend des cellules de la lignée blanche du sang, en particulier les
lymphocytes, les polynucléaires et les macrophages. Le systtme immunitaire des poissons est
similaire a celui des vertébrés, il se décompose en deux volets : le premier est inné, systeme
de défense naturelle ou non spécifique et le deuxieme est adaptatif, acquis ou spécifique
(Lara-Flores, 2011). Comme chez les mammiferes, les systéemes immunitaires innés et acquis
sont complémentaires, le premier précede généralement le second. En effet, le systeme inné
détermine la nature du systéme acquis et coopere avec ses acteurs tout au long de la réponse

(Fearon et Locksley 1996 ; Fearon 1997).
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IIL.1. L'immunité non spécifique

I1 est le support de I’immunité naturelle. C’est la premicre ligne de défense contre les corps
étrangers pénétrant I’organisme. A I’inverse des mammiferes, le systtme non-spécifique du
poisson représente la majorité de la réponse immunitaire. Comme son nom 1’indique, il
s’attaque a tous les corps étrangers sans spécificité et n’est pas capable de les reconnaitre en
cas de récidive. L’immunité innée des poissons comporte des effecteurs tissulaires et
cellulaires. La peau constitue la premiere barriere de défense naturelle chez les poissons
(Randelli et al., 2008). En effet, d’'une part le mucus empéche les bactéries d’adhérer aux
cellules épithéliales, d’autre part, il contient des composants de lutte immunitaire non-
spécifique (complément, lysozyme, anticorps naturels). Les effecteurs cellulaires phagocytaire
sont les monocytes (macrophages), les polynucléaires (granulocytes) et les cellules
cytotoxiques non spécifiques "Natural Killers" (NK) (Froystad et al., 1998; Evans et al.,
2001). Les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules NK qui operent en premiére
ligne de la réponse innée sont activées par des motifs moléculaires absents chez 1’hote et
hautement conservés au sein de différents types de micro-organismes nommés PAMP
(Pathogen Associated Molecular Pattern) (Medzhitov, 2001). Ces motifs peuvent €tre des
polysaccharides, des lipopolysaccharides (LPS), des peptidoglycanes, de I’ADN bactérien et
des ARN viraux double-brins ou des protéines spécifiques présentes a la surface de cellules
d’organismes multicellulaires (Medzhitov et Janeway 2002). Les récepteurs reconnaissant les
diverses PAMP sont appelés des PRR (Pattern Recognition Receptors) et activent la réponse

immunitaire (Janeway, 1989).
II1.2. L'immunité acquise

Lorsqu’un agent infectieux pénétre 1’organisme, les mécanismes de défense non spécifique
sont stimulés en premier. Si cette seule activation n’est pas capable de stopper I’infection, la

maladie se développe et induit des mécanismes de défense spécifiques.
Les cellules et les composés impliqués dans la réponse immunitaire spécifique sont :

(1) Les macrophages qui interviennent aussi dans la réaction immunitaire spécifique
en D’initiant. Aprés phagocytose (€étape de la réponse immunitaire non spécifique), le

macrophage digere le microbe et garde la partie antigénique afin de la présenter aux
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lymphocytes B producteurs d’anticorps. D’autre part, le macrophage secréte des substances

(interleukines 1) capables d’activer les lymphocytes T.

(2) Les lymphocytes B sont le support de 'immunité & médiation humorale. Apres
reconnaissance de I’antigéne présenté par les macrophages, ces lymphocytes se différencient
en 2 sous-populations : Les plasmocytes qui produisent les anticorps et les lymphocytes B
mémoire. Chez les téléostéens, Il existe une seule forme bien caractérisée des anticorps
circulants chez le poisson appelés «IgM-like » se rapprochant de celle des IgM de
mammiferes (Andersson et al., 1995). Chez la larve de bar, Les IgM d’origine maternelle
disparaissent 3-4 jours apres fertilisation, et leur syntheése n’est décelée a nouveau qu’au-dela
du 45°™ jour aprés I’éclosion (Vadstein et al., 2013). Il a été récemment découvert un
nouveau type d’anticorps chez la truite arc-en-ciel appelé « IgT » produit dans le rein et la rate
(Hansen et al., 2005). Ces anticorps sont présents dans le sérum, le mucus de la peau, des

branchies, de I’intestin et dans les fluides organiques (Whyte, 2007).

(3) Les lymphocytes T sont le support de I’immunité a médiation cellulaire (ce sont les
cellule qui agissent directement dans la défense) et sont répartis eux aussi en 2 sous-
populations : Les lymphocytes T effecteurs, avec en particulier les lymphocytes T
cytotoxiques (CD8-a positifs) qui reconnaissent I’antigéne spécifique de la cellule cible
(bactérie, virus...) et détruisent la membrane de cette cellule étrangére en provoquant ainsi sa
mort (Miller et al., 1998), et les lymphocytes Th "helpers" (CD4 positifs). Une fois liées a
I’antigene, les lymphocytes Th proliferent et se différencient en cellules activées et en cellules
T mémoire qui participent a la recirculation lymphocytaire. Le récepteur des cellules T (TCR)
est un complexe moléculaire qui se trouve sur la membrane des lymphocytes T. Chez la larve
de bar, le TCRa a été détecté a partir des jours 21-25 apres 1’éclosion, bien avant les CD8a et
CD4, qui n’apparaissent qu’entre les jours 40 et 50, en méme temps que les IgM. On
considere donc que la fonction immunitaire des lymphocytes du bar n’est pleinement active

qu’apres le jour 45 (Vadstein et al., 2013).

Dans le systeme immunitaire des poissons, il existe un certain nombre de cytokines immun-
modulatrices telles que les cytokines proinflammatoires, dont les principales sont le « Tumor
Necrosis Factor » (TNF-a) produit dans le rein, I’interleukine 1 produite par les macrophages

(IL1-B), I'interleukine 6 (IL6) ou encore I’interféron y (IFN-y) (Secombes et al., 2001). Une
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cytokine potentiellement anti-inflammatoire est aussi connue, le « Transforming Growth

Factor  » (TGF-B) (Harms et al., 2000).

10
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IV. Le stress oxydant

IV.1 Généralités

Un stress oxydant se défini comme étant « un déséquilibre de la balance entre les prooxydants
et les antioxydants en faveur des premiers, conduisant a une perturbation du contrdle et de la

signalisation redox des cellules et/ou a des dommages moléculaires » (Sies et Jones, 2007).

En conditions physiologiques, une partie de 1’oxygene est transformée au niveau de la
mitochondrie en especes oxygénées réactives (ERO) qui en exces sont particulicrement
toxiques pour I’intégrité cellulaire. Les ERO sont des radicaux libres contenant un atome
d’oxygene. Elles incluent le peroxyde d’hydrogéne (H,O,), I’anion superoxyde (O,7) et le
radical hydroxyde (COH). Ces molécules sont hautement réactives en raison de la présence
d’un ¢lectron non apparié. Elles sont avides d’¢lectrons qu’elles capturent sur d’autres
molécules en les oxydant. Les ERO apparaissent principalement en tant que résidus du
métabolisme de I’oxygéne au sein de la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie
(Martinon, 2010). Ces ERO sont dotées de propriétés oxydantes qui les amenent a réagir, dans
I’environnement ou elles sont produites, avec toute une série de substrats biologiques (lipides,
protéines, ADN, sucres,..). Les ERO peuvent étre, soit de source exogene, soit de source
endogene. Les sources exogenes sont surtout d’origines physique et chimique (par exemple
les radiations X ou gamma, les UV (315-400 nm), la radiolyse de 1’eau, les réactions
photochimiques ...). Concernant les origines endogenes, le principal précurseur des ERO est
I’anion superoxyde (O,”) qui provient de différentes sources cellulaires. Une production des
ERO dans le cadre de situations pathologiques ou anormales reflete une toxicité. Des ERO
sont produites par les macrophages dans les réactions inflammatoires comme mécanisme de
défense contre les pathogenes (Baggiolini, 1984). L’exposition a des rayonnements ionisants,
a des xénobiotiques ou a d’autres facteurs de stress est également susceptible de conduire a
une formation importante de radicaux libres, qui représentent alors une menace pour le bon
fonctionnement de la cellule. Une augmentation de la présence des ERO est le résultat d’une
augmentation de leur production et/ou d’une diminution du systéme antioxydant chargé de les

neutraliser. De par leur nature instable, les ERO en exces interagissent avec des molécules

11
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cibles comme les protéines, les lipides et I’ADN, et géneérent des dommages oxydatifs

importants pouvant menacer 1’intégrité des cellules.

Pour se protéger contre cet effet toxique de 1’oxygene, I’organisme a développé différents
systemes de défense anti-radicalaires :

R/

> Le systéme antioxydant primaire qui a pour but de limiter les réactions radicalaires. 1l
existe des systemes de défense dans l’organisme (antioxydants) comme les systémes de
défense enzymatique (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydases...). Ces
systemes sont complétés par des composants de défense non enzymatique.

» Les systémes primaires enzymatiques:

- La superoxyde dismutase ou SOD est une métalloprotéine. Elle existe sous plusieurs formes
qui different par le métal contenu dans leur site actif et leur localisation cellulaire. La SOD
accélere la dismutation du radical O, en H,O, permettant ainsi a I’organisme un contrdle du

taux d’ O, intracellulaire (McCord et Fridovich, 1969).

- La catalase ou CAT est une enzyme tétramérique contenant un groupe heme qui catalyse,
d’ou son nom, la décomposition du H,O, en H,O et O,. Elle est présente dans la plupart des
organismes eucaryotes ou procaryotes. L’activité catalase est réduite par certaines conditions
notamment lors de stress thermiques ou osmotiques (Hertwig et al., 1992). De hauts niveaux
de H,0; intracellulaires entrainent une activation préférentielle de la catalase tandis que de
plus faibles niveaux seraient préférentiellement pris en charge par la GPX (glutathione

peroxydase).

- La glutathion peroxydase ou GPX est une enzyme tétramérique permettant également la
décomposition du H,O,. Elle agit plus lentement que la catalase mais elle a une meilleure
affinité pour le H,O, que cette derniere. La GPX est donc essentielle a la décomposition du
H,O; produit de maniere continue et a des niveaux physiologiques dans la cellule (Pamplona

et Costantini, 2011).
» Les composants primaires non-enzymatiques :

Les principaux antioxydants non-enzymatiques sont le glutathion, la vitamine E, la vitamine
C, les caroténoides et I’acide urique. Ces molécules interviennent a différents niveaux dans les
réactions de rupture de la production en chaine des radicaux libres (Cadenas, 1989).

R/

> Les systemes antioxydant secondaires :
12



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Les systémes secondaires interviennent lorsque les ERO n’ont pu étre éliminées et ont attaqué

les constituants cellulaires en entrainant des altérations plus ou moins graves (Sies, 1993).

Les systemes réparateurs vont tenter de réparer les 1€sions induites. Concernant les protéines,
ce sont les systemes protéolytiques et autophagiques qui vont assurer 1’é¢limination des
protéines endommagées, de concert avec les protéines de choc thermique (HSP). Les
membres de la famille HSP70 ont un rdle de protéines chaperons et prennent en charge les
protéines dénaturées au cours de stress (participation a la restauration de la fonction des

protéines dénaturées ; Gething et Sambrook, 1992).

IV.2. Le stress oxydant chez les organismes marins

Pour s’adapter aux niveaux de production des ERO induits par les fluctuations
environnementales, les organismes marins peuvent développer un systeme de défenses
antioxydantes (Lesser, 20006). Le stress oxydant est une composante importante de la réponse
des organismes marins aux changements parfois brusques des conditions de leur
environnement ou aux infections par des pathogenes. Les facteurs déclenchant un stress
oxydant peuvent ainsi €tre classés en deux catégories: (1) les facteurs abiotiques comme par
exemple : les variations de la température, la concentration en peroxyde d’hydrogene,
I’exposition a des xénobiotiques ou encore a des radiations, les variations de salinité, de pH
ou d’oxygene du milieu. (2) les facteurs biotiques tels que : le stade de développement et I’age
des animaux, le niveau du métabolisme oxydatif, I’infection des animaux par des pathogénes.
Lykkesfeldt et Svendsen en 2007 ont suggéré qu’un déséquilibre du statut oxydoréducteur de

I’animal pouvait conduire au stress oxydant et a certaines maladies infectieuses.

Lors d’une étude réalisée sur la mye (bivalve intertidal), Abele et al. (2002) ont révélé une
augmentation significative de ’activité catalase ainsi qu’une augmentation de la production
des ERO, suite a un stress thermique. Néanmoins, cette augmentation de température n’a pas
fait apparaitre de dégats oxydatifs ou au moins de peroxydation lipidique, signe que le
systtme antioxydant a pu prendre en charge la surproduction des ERO. Au-dessus d’une
température limite, il y a une activation des enzymes antioxydantes, mais a partir d’une
température critique, ces enzymes ne sont plus capables d’assurer leur role du fait d’une

dénaturation (Portner, 2001 ; Abele et al., 2004). Il y aurait ainsi apparition d’un stress

13
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oxydant et activation des HSP (Heat Shock Proteins), protéines chaperons essentielles a la

stabilisation des protéines (Gething et Sambrook, 1992).

En ce qui concerne les infections bactériennes, de multiples réactions ont lieu au sein de
I’organisme, qu’elles soient initiées par le pathogene pour sa survie ou bien par 1’hote afin
d’éliminer I’intrus (Roch, 1999). Pour assurer le bon déroulement de la réaction immunitaire
chez un organisme infecté par un pathogene, des radicaux libres sont produits par les cellules
phagocytaires pour étre utilisés dans la lutte contre les bactéries. Apres sa phagocytose par un
macrophage, la bactérie se retrouve dans une vésicule appelée phagosome. Au sein de ce
phagosome, il se produit une activation de certaines enzymes comme la NADPH-oxydase ou
la SOD qui aboutissent a la formation d’un mélange trés réactif de radicaux libres qui
détruisent le pathogene. Ainsi, la NADPH-oxydase est activée conduisant a la réduction d’une
molécule d’oxygeéne et a la production d’anion superoxide. Il s’ensuit une production
d’especes réactives intermédiaires comme le peroxyde d’hydrogene, 1’oxygene singulet et le
radical hydroxyle. Alors, une succession de réactions appelées « explosion respiratoire » a
lieu (respiratory burst ; Muiioz et al., 2000). Son but est de générer des oxydants bactéricides.
Chez les Crustacés, les ERO interviendraient, via une chaine de réactions, dans la production
de composés toxiques attaquant la structure moléculaire des particules étrangeres pour les
détruire (Holmblad et Soderhall, 1999). Ce processus a aussi ét¢ montré chez d’autres especes
d’animaux marins, notamment chez les mollusques (Adema et al., 1991). Cependant, bien
qu’une ¢lévation de la production d’anion superoxyde soit bénéfique pour la défense de
I’organisme, une surproduction des ERO peut avoir des effets néfastes et provoquer un stress
oxydant (Cheng et Wang, 2001). Ce phénomene a été observé dans une étude réalisé (Mathew
et al., 2007). Ces auteurs ont ainsi démontré qu’une infection virale par le WSSV chez les
crevettes d’élevage (Penaeus monodon) conduisait a un abaissement des défenses
antioxydantes et a une €lévation des dégats cellulaires. Ces chercheurs ont mentionné aussi
que, suite a une infection de ’animal par un pathogéne, il se produit une augmentation de
I’intensité de la réponse immunitaire qui induit une accumulation des ERO et une baisse du

statut antioxydant.

V. Bactérioses chez les poissons d’élevage

14
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Certaines bactéries jouent un rdle considérable dans la pathologie des poissons, constituant
parfois des fléaux majeurs. Elles sont considérées comme de vrais pathogenes, capables
d’infecter des animaux sains. La plupart ne sont cependant que des pathogenes opportunistes
dont le pouvoir infectieux ne s’exprime qu’a la faveur d’une baisse d’état de santé du poisson
et d’un affaiblissement de ses défenses naturelles, liés aux perturbations de 1’environnement
ou aux pratiques d’élevage. Les élevages intensifs représentent ainsi le contexte le plus
favorable au développement des pathologies bactériennes, et il a été décrit que de nombreuses
especes bactériennes sont pathogenes pour les poissons (Noga, 1996 ; Austin et Austin, 1999 ;
Woo et Bruno, 1999). Les infections les plus graves sous nos latitudes mettent en cause des

Aeromonadaceae, des Vibrionaceae, des Enterobacteriaceae et des Flavobacteriaceae.

Il est rare que les maladies bactériennes des poissons soient immédiatement identifiables
d’apres leurs signes cliniques. Bernardet et al., en (2006) ont regroupé ces maladies en trois

groupes généraux :

v Les septicémies hémorragiques et nécro-hémorragiques sont les plus fréquentes,
impliquant le plus souvent des bactéries Gram négatives ; la bactérie se multiplie d’abord
dans des foyers d’infection locaux, externes (a 1’origine d’hémorragies, d’ulceres cutanés, de
nécroses des nageoires...) ou internes (provoquant anémie, exophtalmie, ascite). Lorsque les
défenses naturelles de I’hote sont débordées, la bactérie colonise tous les tissus et le poisson

meurt rapidement.

v Les infections prolifératives externes sont bien plus rares ; elles évoluent
chroniquement et provoquent une hyperplasie des lamelles branchiales qui affecte la fonction

respiratoire.

v Enfin, les infections prolifératives profondes, mettant surtout en cause des bactéries
Gram positives (Renibacterium salmoninarum, Mycobacterium spp.), évoluent de facon lente
et chronique, provoquant des réactions hypertrophiques et hyperplasiques qui se manifestent

sous forme de granulomes dans les organes ou a la surface du poisson.

V.1. Bactériose due la famille des Vibrionaceae

La famille des Vibrionaceae a été initialement proposée par Véron en 1965. Elle rassemble
des genres dont les especes sont généralement oxydase positive et mobiles grace a des

flagelles polaires. Elle comprenait les genres Aeromonas, Plesiomonas, Photobacterium et
15
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Vibrio. En 1974, la huitiéme édition du "Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology"
inclut dans cette famille le genre Lucibacterium (unique espece Lucibacterium harveyi). Par la
suite, en 1980, Lucibacterium harveyi a été reclassé dans le genre Vibrio. En se basant sur
I’étude de la séquence des ARNr 5S, sur les catalogues d’oligonucléotides des ARNr 16S, sur
les résultats des hybridations ADN-ARNr et des hybridations ADN-ADN, Colwell et al.
(1986) ont montré que le genre Aeromonas formait un groupe homogene, phylogénétiquement
distant des Vibrionaceae et des Enterobacteriaceae, et ces auteurs ont transféré ce genre dans
la famille des Aeromonadaceae. Le genre Plesiomonas est plus proche de la famille des
Enterobacteriaceae que de la famille des Vibrionaceae. Ce genre Plesiomonas a donc été
considéré comme un représentant de la famille des Enterobacteriaceae. En 2011, Luciane et
ses collaborateurs ont rapporté que la famille des Vibrionaceae comprenait six genres : Vibrio
(Baumann et Schubert, 1984) ; Photobacterium (Baumann et Baumann, 1984) ; Salinivibrio
(Mellado et al., 1996) ; Enterovibrio (Thompson FL et al., 2002) ; Grimontia (Thompson FL
et al., 2003) et Aliivibrio (Urbanczyk et al., 2007).

V.1.1. Le genre Vibrio

V.1.1.1. Caractéristiques générales

Selon Turner et al. (2009), Farmer et al. (2005) et Thompson JR et al. (2005), Les Vibrio
présentent différentes formes de vie : ils peuvent €tre planctoniques libres dans le milieu
marin et estuarien, associés a des surfaces biotiques ou abiotiques dans des biofilms ou encore
coloniser des organismes hotes. Dans certaines conditions environnementales, certains
vibrions deviennent non cultivables, sans perdre leur activité respiratoire. Ce phénomene est

appelé I’état «viable mais non cultivable » (VNC).

Les Vibrio sont de petits bacilles a Gram négatif, oxydase positive, droits ou incurvés, d’un
diamétre compris entre 0,5 et 0,8 um et d’une longueur comprise entre 1,4 et 2,6 um, elles
sont généralement mobiles grace a la présence d’un ou plusieurs flagelles, non sporulés, aéro-
anaérobies facultative, nitrate réductase positive, produisant souvent de 1’acétoine, chimio-
organotrophes, fermentant (le plus souvent sans gaz) le D-glucose, capables de croitre dans un
milieu minéral contenant du glucose et des ions NH* comme source unique d’azote. Les
températures optimales de croissance des souches de Vibrio se situent entre 15 et 30°C (

Blake et al., 1980).
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V.1.1.2. Taxonomie

Les bactéries appartenant aux genres Vibrio et Photobacterium font partie des bactéries les
plus anciennement étudiées. Les bactéries du genre Vibrio appartiennent a la classe des y-
proteobactéries et a la famille des Vibrionaceae. V. cholerae, 1’agent étiologique du cholera
fut le premier du genre a étre étudié deés 1854 par Pacini, puis en 1883 le docteur Koch prend
la reléve avec une étude plus poussée de cette bactérie. C’est a cette époque qu’elle a été
impliquée dans la maladie. Depuis le nombre d’especes de ce genre n’a cessé de croitre. Au
15 avril 2013, 1le genre Vibrio comptait 98 especes bien identifiées

(http://www.vibriobiology.net/). La caractérisation taxonomique de Vibrio était basée jusqu’a

la moitié du vingtieme siecle sur quelques criteres phénotypiques tels que la morphologie des
souches (présence de flagelles, incurvation des cellules, aspect des cultures) et le métabolisme
des sucres (Baumann et al., 1971). D’autres critéres écologiques tels que la susceptibilité a
I’agent vibriostatique O/139, la tolérance au sel, les températures de croissance, le pH et la
pression osmotique ont aussi €té pris en compte. Ces criteres donnerent lieu a un certain

nombre d’erreurs de classification de nouvelles especes et méme de genres.

A la fin des années 1980, 1’identification des espéces du genre Vibrio s’est considérablement
améliorée avec I’utilisation des tests phénotypiques plus adaptés et des analyses en taxonomie
numérique reposant sur 'utilisation de différents composés comme source de carbone et
d’énergie, I’étude des activités enzymatiques (arginine dihydrolase, gélatinase, chitinase,
oxydase, catalase, lysine et ornithine décarboxylases), la luminescence, le preferendum de
température, les antibiogrammes et la composition en GC du génome (Alsina et Blanch,
1994). En raison du nombre croissant de nouvelles especes, de la variabilité génotypique au
sein d’une méme espéce, de 1’absence de tests phénotypiques discriminants et de la versatilité
phénotypique des souches environnementales, la classification reposant uniquement sur des
criteres phénotypiques ne permet pas, dans bien des cas, d’identifier avec certitude un isolat
bactérien au sein de ce genre. Par exemple dans le groupe polyphylétique V. splendidus, les
especes V. kanaloe, V. lentus, V. chagasii et V. pomeroy ne peuvent étre distinguées par les
outils phénotypiques classiques tels que les galeries API (Le Roux et Austin, 2006 ; Le Roux
et al., 2009). Actuellement, les approches moléculaires de caractérisation de I’ADN bactérien
sont nombreuses et de plus en plus utilisées comme une alternative au phénotypage classique

du fait de leur fort pouvoir discriminant, de leur facilit¢ d’exécution et de la fiabilité¢ des
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données qu’elles génerent (Vandamme et al., 1996 ; Thompson FL et al., 2004). Dans un
premier temps le séquencage des geénes ribosomaux (ARNr 5S, 23S et notamment 16S) a
permis de remanier la classification des Vibrio (Kita-Tsukamoto et al., 1993). Les
hybridations ADN/ADN permettent de comparer de fagon quantitative les génomes de 2
souches de bactéries. En bactériologie, deux souches appartiennent a la méme espece si le
taux d’hybridation entre leurs génomes est supérieur a 90 % (Grimont, 1984 ; Stackebrandt et
al., 2002). Les études de taxonomie actuelles se tournent vers des approches polyphasiques
qui combinent plusieurs techniques de typage comme le phénotypage, 1’hybridation

ADN/ADN et le séquengage d’un ou plusieurs genes de référence.

V.1.1.3. Pathogénicité et virulence des Vibrio
V.1.1.3.1. Les mécanismes de virulence des Vibrio

Les mécanismes de virulence impliqués sont variés, méme si les grandes étapes sont souvent
similaires. Les facteurs de virulence étant un ensemble de facteurs permettant a la bactérie de
coloniser son hote, de se multiplier en son sein, de se maintenir malgré le systeme
immunitaire de 1’héte et enfin de produire des toxines. Ces facteurs de virulence ont été plus
particulierement identifié€s chez les Vibrio précédemment évoqués, pathogenes pour I’homme,
et dont les génomes ont été enticrement séquencés : V. cholerae, V. paraheamolyticus, V.
vulnificus (Heidelberg et al., 2000 ; Chen et al., 2003; Makino et al., 2003), mais également
chez V. anguillarum, V. harveyi ou d’autres especes pathogenes de poissons, de crustacés et
de mollusques (Austin, 2010). Quelques exemples de facteurs de virulence présents chez les

vibrions sont illustrés ci-dessous.

V.1.1.3.1. 1 Colonisation de I’héte et adhérence

La premiere étape du processus de colonisation repose sur I’adhérence a une cellule cible de
I’hote. De nombreuses bactéries Gram négatives possedent des appendices de surface plus
courts et plus fins que le flagelle, appelés pili dont on peut distinguer deux types : Les pili
sexuels, qui participent au transfert de matériel génétique par conjugaison bactérienne, et les
pili communs, dont la structure permet la mobilité et la fixation des bactéries sur les surfaces
de I’hote. Le pili de type IV a été largement décrit comme étant impliqué dans 1’adhérence, la

formation de biofilms et dans la mobilité (Bardy et al., 2003).
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Les flagelles conferent aux vibrions la mobilité nécessaire a la colonisation intestinale de V.
cholerae, ou a I’association branchiale de V. anguillarum. La vitesse de déplacement des

bactéries est corrélée avec une augmentation du taux d’adhésion (Morisaki et al., 1999).

Le mucus intestinal semble jouer un role particulier dans ces associations, un rdéle de chimio-
attractant (O’Toole et al., 1999), mais également un role d’inducteur. Une analyse
protéomique comparative d’une souche de V. salmonicida a permis de démontrer 1’induction,
en présence de mucus, de protéines impliquées dans la synthese du flagelle, FlaC, FlaD et

FlaE (Uttakleiv Rader et al., 2007).

La formation d’un biofilm bactérien sur une surface solide est un phénomene complexe dans
lequel des processus physiques, chimiques et biologiques sont impliqués (Lappin- Scott et
Costerton, 1995). La constitution d’un biofilm mature nécessite plusieurs étapes (Figure 1) :
(i) attachement réversible des bactéries, (ii) adhésion irréversible et production d’EPS, (iii)
formation des micro-colonies, (iv) maturation du biofilm et mise en place de la structure
tridimensionnelle du biofilm et (v) détachement du biofilm. Les biofilms sont formés suite a
I’attachement initial d’une bactérie (généralement, grace a ses pili) (Shime-Hattori et al.,
2006). 11 s’en suit une étape de production d’exopolysaccharides, aboutissant a I’entassement
de bactéries pour former un biofilm mature. Ces EPS permettent aux bactéries de coloniser de
nouveaux habitats, mais jouent également un rdle important dans la persistance des vibrions

(Reen et al., 2006).

Figure 1. Représentation schématique des différentes étapes conduisant a la formation d’un

biofilm (Stoodley et al., 2002).
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V.1.1.3.1.2 Multiplication dans les tissus de I'h6te

Pour survivre et se multiplier dans 1’hote, les bactéries doivent développer des mécanismes
d’approvisionnement en nutriments nécessaires a leur croissance. Le fer en est un élément
essentiel et intervient dans de nombreux processus biologiques (régulation de geéne ou
certaines réactions enzymatiques). Les bactéries ont des besoins trés importants en fer et elles
ont développé des mécanismes permettant de s’approvisionner directement, les sidérophores,
ou composés séquestrant le fer (Crosa et Walsh 2002). Les sidérophores, petites molécules
peptidiques, peuvent chélater le fer ferrique libre, et peuvent aussi I’extraire de protéines
porteuses de I’organisme-hdte, comme la transferrine présente chez les mammiferes. Chez V.
anguillarum, le systéme de captage du fer est basé¢ sur I’anguibactine, et les genes codants
pour la régulation, la synthese et le transport de ce sidérophore sont portés par le plasmide
pJIM1 de 65 kb (Lopez et Crosa, 2007). D’autres vibrions pathogeénes produisent des
sidérophores, comme V. parahaemolyticus (Yamamoto et al., 1994), V. vulnificus (Simpson et
Oliver, 1983), V. fluvialis (Yamamoto et al., 1993), V. salmonicida (Colquhoun et Sorum,
2001) et V. harveyi (Soto-Rodriguez et al., 2003).

Outre la capacité a coloniser et a adhérer aux surfaces de I’hote, le pouvoir pathogéne d’une
bactérie tient également a son aptitude a envahir son hote. Pour cela, de nombreuses bactéries
pathogenes excretent différentes protéines extracellulaires regroupées sous le terme
d’invasines. Ces enzymes hydrolytiques agissent a de courte distance du sicge de
multiplication de [’organisme pathogene, et n’induisent pas de lyse cellulaire. Des
nombreuses invasines recensées depuis une trentaine d’année chez les vibrions tel que : les
protéases, les lipases, les nucléases, les hyaluronidases, les collagénases. Ces enzymes sont
souvent associés a la virulence des agents pathogenes. Dans la littérature, quelques invasines
ont été trouvé chez les Vibrio comme les collagénases Vac (V. alginolyticus) (Takeuchi et al.,
1992) , ou VppC et PrtV (V. parahaemolyticus) (Kim SK et al., 2002 ; Yu et Lee K, 1999), ou
VVP (V. Vulnificus) (Miyoshi et Shinoda, 2000) ou enfin la protéine Pap6 de V. harveyi,

capable de dégrader la gélatine, la fibronectine et la collagene (Teo et al., 2003).

V.1.1.3.1.3 Interaction avec le systeme immunitaire de I'h6te

Les souches pathogénes sont capables de résister au systéeme immunitaire de I’hdte, ou a

I’inhiber. Afin d’échapper aux molécules toxiques produites lors de la phagocytose, certains
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vibrions pathogenes les bactéries sont capables de produire des enzymes de protection contre
le stress oxydatif. Ces enzymes transforment les especes oxygénées réactives hautement
toxiques, produites par 1’hote, en molécules peu ou pas toxiques. La superoxyde dismutase
(SOD) est une enzyme communément trouvée chez les vibrions. (Lambert et Nicolas, 1998;
Lambert et al., 2003). Des souches de V. harveyi sont quant a elles capables d’induire la
syntheése de deux SOD en réponse a un stress oxydatif (Vattanaviboon et Mongkolsuk, 2001;
Vattanaviboon et al.,, 2003). De méme, certains Vibrio (V. vulnificus) sont recouverts
entierement par une capsule (capsule polysaccharide), qui permet a la bactérie de résister aux
composés a forte activité bactéricide (Wright et al., 1990). En outre, les Vibrio peuvent
¢chapper au systétme immunitaire de 1’hote en utilisant un systtme de camouflage. En
réprimant des molécules anti-géniques de surface, les vibrions peuvent éviter I’induction de la

réponse immunitaire (Hsiao et al., 2006).

V.1.1.3.1.4 Production des toxines

Les toxines sont les principaux composés qui alterent 1’hdte, en provoquant soit des 1ésions,
soit des dysfonctionnements cellulaires (Ménez et al., 2006). On peut distinguer deux types de

toxines :

Les exotoxines excrétées la bactérie vivante. Dans ce groupe, on distingue classiquement trois
types d’exotoxines qui diffeérent selon leur structure et leur mode d’action. (1) Les toxines de
type AB, rencontrés chez V. cholerae, sont composées de deux modules A et B de la toxine
CT (Cholera Toxin). (2) Les toxines lytiques, parmi lesquelles les hémolysines sont tres
répandues chez les vibrions pathogenes. Zhang et Austin en 2005 ont décrit quatre
représentants de familles d’hémolysines chez les vibrions : TDH (Thermostable Direct
Hemolysine) de V. parahaemolyticus, HlyA de V. cholerae O1 El Tor, TLH (ThermoLabil
Hemolysin) et 6-VPH (Vibrio parahaemolyticus hemolysin) de V. parahaemolyticus. Par
ailleurs, les toxines RTX (Repeats in Toxin) qui induisent également la lyse cellulaire par la
formation de pores membranaires ont été identifiées par Heidelberg et ses collaborateurs en
2000 chez V. cholerae. (3) Les toxines injectées : Certaines toxines protéiques et cytotoxiques
sont injectées directement dans les cellules hotes par le biais de systemes de sécrétion
complexes. Cinq systemes de sécrétion ont été décrits dans la littérature, tels que : le systeme
de sécrétion de type I (systeme sans séquence signal), le systeme de sécrétion de type II

(systeme Sec-dépendant), le systeme de sécrétion de type III ou TSS (systetme contact-
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dépendant), le systeme de sécrétion de type IV ou T4SS et le type V (systetme auto-
transporteur ; Lavigne et al., 2006). L’espece V. parahaemolyticus utilise le SST III pour
injecter dans les macrophages la protéine effectrice VP1686 qui accélere le processus de

phagocytose puis la mort cellulaire programmée ou apoptose (mécanisme nommé « eat-me-

and-die » ; Bhattacharjee et al., 2008).

Les endotoxines sont des toxines libérées lors de la lyse des bactéries. Elles regroupent les
composés toxiques structuraux de la paroi des bactéries Gram négatives, appelés
lipopolysaccharides ou LPS. Le pouvoir pathogene du LPS de V. vulnificus a été démontré par

des injections intraveineuses chez la souris aboutissant a la mort des animaux (McPherson et

al., 1991).

V.1.1.4. Pouvoir pathogéne des Vibrio chez les poissons
V.1.1.4.1. La vibriose au niveau de stade larvaire

La production de phytoplancton et de zooplancton pour 1’alimentation des larves des especes
marines demeure 'une des problémes les plus importants dans la gestion d’une écloserie

moderne.

La culture du phytoplancton et du zooplancton n’est jamais exempte de problémes
bactériologiques. Des chercheurs ont montré que les bactéries pathogenes associées aux
algues et aux proies vivantes jouent un role primordial dans la santé des larves des les
premiers jours de I’alimentation (Nicolas et al., 1989 ; Keskin et al., 1994 ; Munro et al.,
1994). Ces bactéries, particulierement les Vibrio sont responsables de pertes économiques

énormes au niveau des fermes aquacoles et constituent un risque sanitaire important.

Les cultures de rotiferes peuvent contenir des nombres élevés des bactéries de genre :
Aeromonas, Vibrio, Moraxella et Flavobacterium qui affectent la survie et la croissance des
jeunes stades larvaire de poissons (Skjermo et Vadstein, 1993 ; Rombaut et al., 2001).
Verdonck et al. (1997) ont montré que les especes les plus représentatives du genre Vibrio
(Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, Vibrio diazotrophicus, Vibrio mediterranei et
Vibrio tubiashii-like) sont les plus dominantes, elles constituent 56% de la communauté

bactérienne isolée a partir de culture de rotiferes.
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Les cystes et les nauplius d’Artemia représentent aussi des vecteurs de bactéries pathogenes
spécialement les Vibrio (Gatesoupe, 2002 ; GomezGil-RS et al., 1994). Des énumérations sur
des milieux TCBS donnent des fortes concentrations de ces germes allant de 1.10" jusqu’a

9.10” cellules par millilitre (Lizarraga-Partida et al., 1997).

La flore intestinale des poissons d’¢levage est également dominée par les souches de Vibrio.
Lors d’une étude sur la flore intestinale de daurades (Sparus aurata), Grisez et al., (1997) ont
montré que pendant la phase de développement larvaire, quelle que soit 1’alimentation
(rotiferes ou Artemia), la flore intestinale reflétait la flore contenue dans 1’alimentation, elle

était alors trés majoritairement composée de souches de Vibrio.

Ces problemes bactériologiques ont incité plusieurs chercheurs a penser aux cultures
axéniques. Des études concernant les animaux sans germes (axéniques) ont mis en évidence

I’importance de la microflore dans le domaine nutritionnel et pathologique (Marques, 2005).

En écloseries, les études de Breuil et Haffner en 1989 chez les alevins de bar ont montré que
la mortalité est forte et peut atteindre 50 a 70 % du lot d’alevins pendant la phase de sevrage,
alors qu’en grossissement elle n’exceéde pas 5 a 10 %. Ces mortalités surviennent lorsque la
température s’éleve au-dessus de 10 °C. Actuellement, les écloseries sont équipées de
systemes de traitement de I’eau de mer par filtration et stérilisation (UV) qui permettent
d’¢liminer la majorité des parasites et des bactéries pathogeénes. Dans ce type de structure, les
risques pathologiques majeurs sont alors liés a I’introduction d’agents pathogenes via les ceufs

et les proies vivantes.

V.1.1.4.2. La vibriose chez les poissons

La Vibriose est une maladie provoquée par une infection par Vibrio sp., elle est I'une des
maladies les plus répandues chez les poissons et d’autres especes aquatiques. Cette maladie
est largement responsable des pertes économiques importantes au niveau des fermes aquacole

dans le monde entier (Lewis, 1985 ; Actis et al., 1999 ; Larsen et al., 2006).

V. anguillarum est un agent étiologique classique de la vibriose, il possede une large
distribution provoquant une septicémie hémorragique typique dans une grande variété
d’especes de poissons d’intérét économique important, y compris le saumon du Pacifique et
de I’Atlantique (Oncorhynchus spp. et Salmo salar), la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus
mykiss), le turbot (Scophthalmus maximus), le bar (D. labrax), la daurade (Sparus aurata), le
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bar rayé (Morone saxatilis), la morue (Gadus morhua), les anguilles européenne et japonaise
(Anguilla Anguilla et Anguilla japonica), et ’ayu (Plecoglossus altivelis) (Toranzo et Barja,
1993 ; Actis et al., 1999). Selon Alicia et al. (2005), les poissons touchés par la vibriose
classique montrent des signes typiques d’une septicémie généralisée avec exophtalmie et
opacité cornéenne. Les poissons moribonds sont souvent anorexiques avec des branchies
pales qui témoignent d’une anémie sévere. Des 1€sions cedémateuses, principalement centrées
sur I’hypoderme, sont souvent observées. La vibriose est caractérisée par la présence
d’hémorragies dans divers tissus et organes en particulier dans la peau, les muscles
squelettiques, foie, la rate et les reins (Richards et Roberts, 1979 ; Egidius, 1987 ; Ransom et
al., 1984).

V.1.1.4.3. Espéces de Vibrio pathogénes chez les poissons

Dans la 3% édition de "Bacterial Fish Pathogens", en 1999, Austin et Austin décrivent quinze
especes appartenant au genre Vibrio pathogenes de poissons : V. alginolyticus, V.
anguillarum, V. cholerae non OI, V. fischeri, V. furnissii, V. harveyi (et son synonyme V.
carchariae), V. ichtyoenteri, V. logei, V. ordalii, V. pelagius, V. salmonicida, V. splendidus, V.
trachuri, " V. viscosus" et V. vulnificus. Le tableau (1) regroupe les différentes especes de

Vibrio pathogenes de poissons, leurs principaux hotes et 1ésions.

Les deux especes responsables des plus importantes pertes sont V. anguillarum et V.
salmonicida. V. anguillarum a été d’abord décrit comme responsable de la peste rouge des
anguilles en 1909 en Mer Baltique, il a depuis été associé a de nombreuses autres especes de
poissons, de salmonidés en particulier (Trust et al., 1986). L’espéce V. salmonicida est I’agent
étiologique de la maladie d’Hitra ou vibriose des eaux froides (Egidius et al., 1981)
responsable d’importantes mortalités dans les élevages intensifs de saumon atlantique Salmo
salar ou de morue Gadus morhua (Jorgensen et al., 1989). La principale affection causée par

ces deux Vibrio est une septicémie hémorragique.

L’espece V. harveyi est pathogene de téléostéens (Sparus aurata, Centropomus undecimalis,
Negaprion brevirostris, Scophthalmus maximus, Epinephelus malabanicus, Epinephelus
tauvina, Acanthopagrus cuvieri, Solea senegalensis) (Lamas et al., 1990 ; Saeed, 1995 ; Yii et
al., 1997 ; Lee K et al., 1999 ; Zorrilla et al., 2003) et de sélaciens (Carcharhinus plumbeus ;
Grimes et al., 1984). D’apres Liu et al. (2004) et Lee KK et al. (2002), V. harveyi est connu
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pour provoquer des gastroentérites suivies de mortalités massives chez les poissons : le cobia
(Rachycentron canadum); ’ombrine ocellée (Scaienops ocellatus) et le mérou a taches
oranges (Epinephelus coioides). Cette bactérie cause des mortalités allant jusqu’a 100% chez

les saumons (Zhang et Austin, 2000).

L’espece V. splendidus, responsable des mortalités estivales d’huitres juvéniles et d’adultes
(Garnier et al., 2007), a été aussi associée a des épisodes de mortalité en élevage larvaire de

turbot (Farto et al., 1999; Gatesoupe et al., 1999).

D’autres especes de Vibrio, associées a la pathologie humaine, et qui ont un lien avec des
maladies observées chez les poissons. Il s’agit de V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, un
serovar de V. cholerae et V. vulnificus biogroupe 2 (Colwell et Grimes, 1984). Les especes V.
ordalii, V. damsela, V. carchariae (Egidius, 1987) et V. ichthyoenteri (Ishimaru et al., 1996)

sont impliqués aussi dans les pathologies des poissons.

Certaines especes de poissons peuvent étre infectées par différentes especes de Vibrio alors
que d’autres ne sont décrites comme infectées que par une seule espece. L anguille, Anguilla
anguilla peut étre infectée par V. anguillarum, V. furnissii et V. vulnificus (Muroga et al.,
1976 ; Esteve et al., 1995 ; Dalsgaard et al., 1999). Le requin Carcharhinus plumbeus, seul
sélacien décrit affecté par une vibriose, ne serait infecté que par V. harveyi (Grimes et al.,

1984).
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Tableau 1. Especes de Vibrio pathogenes de poissons (Austin et Austin, 1999).

Agent
pathogene

Symptomes

Espéces hote

V. alginolyticus

Septicémie, infection de 1’ceil, hémorragies internes

et externes, ulceres de la peau

Sparus aurata, Epinephelus malabanicus

V. anguillarum

Septicémie, hémorragies internes et externes,

nécrose des organes internes

Majorité des poissons marins

V. cholerae non

01

Septicémie, 1ésions de la peau

Carassius aurata, Plecoglossus altivelis

V. fischeri Tumeurs viscérales, papillomes de la peau Sparus aurata, Scophthalmus maximus
V. furnissii Hémorragies internes, hypersécrétion de mucus Anguilla anguilla
Sparus aurata, Centropomus
undecimalis,Carcharhinus plumbeus,
Infection de I’ceil, vasculite, gastroentérite, Negaprion brevirostris, Scophthalmus
V. harveyi ulceres de la peau, 1ésions maximus, Epinephelus malabanicus,

hémorragiques (nageoires, bouche)

Epinephelus tauvina, Acanthopagrus
cuvieri, Mola mola, Solea senegalensis,

Chanos chanos

V. ichtyoenteri

Nécrose intestinale

Paralichthys olivaceus

V. logei Lésions de la peau Salmo salar
V. ordalii Septicémie, hémorragies Majorité des poissons marins
V. pelagius Nécrose, infiltration des organes internes Scophthalmus maximus

V. salmonicida

Hémorragies internes et externes, ascites,

septicémie, nécrose des organes internes

Salmo salar, Gadus morhua,

Hippoglossus hippoglossus

V. splendidus

Septicémie, ulceres de la peau, ascites, hémorragies

(nageoires, queue), nécrose et hémorragies des

Scophthalmus maximus, Sparus aurata,

Colistium nudipinnis, Colistium guntheri,

organes internes Trachurus japonicus
V. trachuri Septicémie, hémorragies Trachurus japonicus
V. viscosus Ulceres Salmo salar

V. vulnificus

Septicémie, hémorragies externes (ceil, nageoires)

Anguilla anguilla, Saratherodon niloticus
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VI. Moyens de lutte en aquaculture

VI.1. La vaccination

La vaccination est largement utilisée pour les élevages de poissons (McLauchlan et al., 2003).
Les immunostimulants augmentent la résistance a des agents infectieux en augmentant les
mécanismes de défense non-spécifique (Sakai, 1999). Divers adjuvants (ovoglobuline, résidus
solides de levure, produits de la pharmacopée traditionnelle chinoise) ont été testés, et certains
ont permis de réduire les taux de mortalité ou d’augmenter certains parametres immunitaires
tels la concentration hémocytaire, le taux de phénoloxydase et I’activité bactéricide des

hémocytes (Jian et Wu, 2003).

VI.2. L'utilisation des antibiotiques

En aquaculture, pour faire face a des maladies bactériennes, les pisciculteurs ont le plus
souvent recours a [l utilisation des antibiotiques. Des abus dans son utilisation ont
malheureusement conduit a I’apparition de souches résistantes et a de fréquents échecs de
traitement (Brown, 1989 ; Nikaido, 2009). Il y a un risque de transmission de la résistance
entre les cellules par des plasmides ou des bactériophages, y compris la transmission a des
pathogeénes pour I’homme. Les souches résistantes peuvent se propager dans la chair des
poissons et dans les effluents des piscicultures (Towner, 1995 ; FAO, 2005). De telles
résistances pour différentes especes de bactéries infectant des poissons ont été rapportées en
Europe, en Amérique du Nord et en Amérique du Sud. Des cas de résistance ont aussi été
rapportés dans des fermes qui utilisent peu d’antibiotiques et chez des poissons sauvages
(Rhodes et al., 2000). Des législations séveres ont considérablement restreint 1’emploi des
antibiotiques en milieu aquatique, posant de gros problémes aux pisciculteurs dont 1’arsenal
antibactérien est de plus en plus limité. Le risque de sélectionner des souches pathogenes
résistantes incite donc a limiter le recours aux antibiotiques (Kesarcodi-Watson et al., 2008).
Actuellement, les probiotiques et leurs composés bioactifs constituent des médicaments de
substitution qui peuvent aider a réduire I’utilisation des antibiotiques, améliorant ainsi les

thérapies pharmacologiques classiques (Gatesoupe, 2008 ; Dimitroglou et al., 2011).
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VI.3. Utilisation des probiotiques en aquaculture

VI.3.1. Définition

Le terme probiotique a été tout d’abord utilisé par Lilly et Stillwell en 1965. Ces auteurs
définissent les probiotiques comme des substances produites par des microorganismes
capables de stimuler la croissance d’autres microorganismes. En 1989, Fuller souligne la
nature microbienne des probiotiques en redéfinissant le terme comme un « complément
nutritionnel microbien vivant qui a un effet positif sur I’animal hote en améliorant son
équilibre intestinal ». En 1999, Gatesoupe a défini les probiotiques comme étant des
microorganismes vivants (bactéries ou levures) qui, ingérés en quantité convenable, peuvent
avoir des effets bénéfiques sur la santé de I’hdte et sa croissance. Ces microorganismes,
présents ou non dans la microflore intestinale naturelle de 1’hote, peuvent agir a différents
niveaux : équilibre hote/pathogene, immunité, ou encore nutrition. La définition actuelle des
probiotiques est celle adoptée par le comité mixte d’experts FAO et la WHO (World Health
Organization) en 2002 qui les définit comme « des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils

sont administrés en quantités adéquates, exercent un effet bénéfique sur la santé de I’hote ».

VI.3.2. Propriétés et critéres de sélection des bactéries probiotiques en
aquaculture

Les probiotiques présentent des propriétés qui sont variables selon 1’espece ou la souche
microbienne. Le choix des probiotiques dépend de ces propriétés et du type d’utilisation. Pour
répondre a la définition des probiotiques, les micro-organismes doivent posséder diverses
propriétés de survie. Ils doivent présenter une activité positive et persister durant leur passage
dans le tractus digestif (Gagnon, 2007). Pour qu’un micro-organisme soit reconnu comme
étant potentiellement probiotique, une évaluation de ce produit basée sur plusieurs criteres
doit étre établie (Klaenhammer et Kullen, 1999 ; Saarela et al., 2000; Ouwehand et al., 2002;
Gueimonde et Salminen, 2006). Ces criteres sont résumés dans le tableau 2 et répartis en trois

catégories concernant la sécurité, la fonctionnalité et la technologie de production.

Pour utiliser un microorganisme comme probiotique en aquaculture, il est nécessaire de le

caractériser et de le sélectionner par un processus adapté (Balcazar et al., 2006a ; Figure 2).

D’aprés (Balcdzar et al., 2006a), il est essentiel de connaitre ’origine des candidats

probiotiques, en partant du principe que les souches qui proviennent d’un animal sain ne sont
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généralement ni pathogenes, ni toxiques. De plus, ces bactéries doivent étre capables de
survivre dans les conditions du tractus gastro-intestinal et de résister au passage dans
I’estomac, aux enzymes pancréatiques, aux sels biliaires et a I’acidité. Une fois la souche

bactérienne isolée, elle doit subir deux type de tests d’antagonisme contre les pathogenes.

Le premier type concerne les tests in vitro. Un premier test est appliqué contre des bactéries
pathogénes sur des milieux de culture gélosé ou liquide. D’autres tests de caractérisation de

probiotiques in vitro peuvent évaluer :

-La capacité de produire des composés a effet antimicrobien. On peut citer : les acides

organiques, le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, le diacétyle, et les bactériocines.

N

-La capacité a entrer en compétition avec les bactéries pathogenes vis-a-vis des
éléments nutritifs et des sites d’adhésion, et par conséquent a survivre et a se multiplier

pendant le transit dans le tractus.

Le second type de test concerne 1’antagonisme in vivo contre les pathogenes. Ce type de test
peut étre appliqué tout d’abord a des organismes utilisés comme proies vivantes (Artemia ou
rotiferes) en tant que modeles expérimentaux, car ils sont faciles et rapides a cultiver. Puis le

test d’antagonisme in vivo doit étre appliqué aux larves de poissons.

Les probiotiques sont évalués in vivo pour leur capacité a coloniser le tractus intestinal. Le
processus de la colonisation est caractérisé par 1’adhésion des bactéries a la surface muqueuse.
Au niveau de la muqueuse intestinale, ’adhésion des probiotiques est dépendante entre autres,
du flux de matiere dans la lumiere intestinale, de la compétition pour les éléments nutritifs, de
la disponibilité des sites d’adhésion et des propriétés physico-chimiques de surface de la paroi
des probiotiques (Wadstrom et al., 1987; Freter, 1992 ; Schillinger et al., 2005). L adhérence
et la colonisation des probiotiques font partie des mécanismes de protection contre les

microbes pathogenes (Vine et al., 2004).

De plus, les probiotiques doivent €tre caractérisés pour leurs effets immuno-modulateurs sur
I’hote. Par exemple, ils peuvent modifier la réponse immunitaire de I’hdte en interagissant
avec les cellules épithéliales et en modulant la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires, ce

qui peut entrainer une réduction de I’inflammation (Kim et Austin, 2006).
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Figure 2. Les étapes et les criteres nécessaires pour la sélection d’un probiotique comme

agent de contrdle en aquaculture (Balcdzar et al., 2006a).
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Tableau 2. Principaux criteres de sélection des probiotiques (adapté de Klaenhammer et

Kullen, 1999 ; Saarela et al., 2000 ; Ouwehand et al., 2002 ; Gueimonde et Salminen, 2006).

Criteres de sécurité

& Identification taxonomique précise.

& Souche caractérisée par des techniques phénotypiques et
génotypiques.

& Absence de pathogénicité.

& Pas de transmission possible de geénes de résistance aux

antibiotiques.

Criteres fonctionnels

# Tolérance a I’acidité, a la bile et aux enzymes digestives.

& Adhésion aux cellules intestinales et persistance dans le tractus
intestinal.

& Production de substances antimicrobiennes (bactériocines,
acides organiques, peroxyde d’hydrogeéne ou autres composés
inhibiteurs) et antagonisme envers les pathogenes.

& Immunomodulation.

# Aptitude a produire des effets bénéfiques sur la santé de 1’hote.

Criteres technologiques

# Stabilité au cours des procédés de fabrication et dans le produit
fini.
& Conservation des propriétés probiotiques apres production.

# Non modification des qualités organoleptiques du produit fini.

VII. Les bactéries lactiques probiotiques utilisées en

aquaculture

Les bactéries lactiques (LAB) qui ont été utilisées pendant des siecles pour la fermentation

des aliments, peuvent jouer un double role comme agents de la fermentation alimentaire et

comme agents bénéfiques pour la santé. Elles sont considérées comme non pathogenes car

elles bénéficient en effet un statut GRAS (Generally Recognized As Safe) qui autorise

officiellement leur usage dans les applications alimentaires et qui témoigne de leur innocuité
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(Monnet et al., 2008 ; Bermuidez-Humaran, 2004 ; WHO, 2001). Les Lactobacillus et les
Bifidobacterium sont les probiotiques le plus souvent utilisés en alimentation humaine ou
animale. D’apres (Reid, 1999 ; Vazquez et al., 2005), les lactobacilles constituent un groupe

majeur de bactéries lactiques probiotiques, en effet ils sont capables :

1) d’adhérer aux cellules €pithéliales intestinales et d’exclure ou de réduire 1’adhérence des

bactéries pathogenes.

2) de produire des substances inhibant les microorganismes pathogenes (acides, H,O,,

bactériocines, etc.).
3) de stimuler le systéme immunitaire de 1’hote.

4) d’entrer en compétition avec les pathogenes pour utiliser les nutriments afin de croitre et de

proliférer au sein de I’intestin.
5) de persister en résistant aux différents procédés technologiques de production.

6) de résister a des microbicides vaginaux et aux spermicides (pour les applications

gynécologiques).
7) de contribuer a former une flore normale équilibrée.
Enfin, ils sont réputés non invasifs, non carcinogenes et non pathogenes.

Plusieurs préparations de probiotiques sont disponibles commercialement pour €tre introduites
comme additifs dans 1’alimentation des poissons, crustacés et mollusques d’élevage
(Moriarty, 1998 ; Wang Y et al., 2005 ; Castex et al., 2009 ; Prado et al., 2010). La majorité
des probiotiques proposés en aquaculture appartiennent aux bactéries lactiques mais
également au genre Bacillus. En 2006a, Balcazar et ses collaborateurs ont cité certains micro-
organismes qui ont été autorisés par 1’Union Européenne pour leurs utilisation comme
probiotiques dans les aliments composés (Tableau 3). Selon (Martinez et al., 2012), les

bénéfices attendus des probiotiques sont :

1) L’amélioration de 1’utilisation de 1’aliment, de la digestion (grace a la production

d’enzymes) et de la réponse immunitaire.
2) L’inhibition de micro-organismes pathogenes.

3) Une activité anticancérigene et antimutagene.
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4) Une action bénéfique sur qualité de I’eau (dans le cas de certaines souches de Bacillus), ce

qui permet aussi de limiter I’impact des effluents sur I’environnement.
5) Une amélioration au niveau de la reproduction et la croissance des especes dans les

élevages aquacoles.

Tableau 3. Liste des micro-organismes autorisés pour leurs utilisation comme probiotiques

dans les aliments composés (Balcézar et al., 2006a).

Micro-organismes probiotiques

Bacillus cereus var. toyoi Lactobacillus plantarum
Bacillus licheniformis Lactobacillus rhamnosus
Bacillus subtilis Pediococcus acidilactici
Enterococcus faecium Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus casei Streptococcus infantarius

Lactobacillus farciminis

VIIL.1. Caractéristiques des bactéries lactiques

VII.1.1. Habitat et origine des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature. Elles sont présentes a 1’état libre
dans I’environnement ou vivent en association avec un hote. Elles sont retrouvées dans
différentes niches écologiques comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le
poisson, le tractus gastro-intestinal ou génital des mammiferes, ce qui s’explique entre
autrespar des températures optimales de croissance variables selon les souches (Klein et al.,

1998).

VII.1.2. Principales caractéristiques physiologiques

“me sigcle, les bactéries

Décrites pour la premiere fois par Orla-Jensen au début du XX
lactiques constituent un groupe hétérogene. Ce sont des bactéries Gram positives,
généralement immobiles, asporulées, anaérobies facultatives, et ne possédant ni catalase, ni
nitrate-réductase, ni cytochrome-oxydase (Axelsson, 2004). Elles ont des exigences
nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les

acides gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio et al., 1994 ; Hogg, 2005). Ces bactéries

ont la capacité de fermenter les sucres (glucose, fructose, mannose, galactose, saccharose et
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lactose) en acide lactique (Kandler et Weiss, 1986). La fermentation est dite homolactique si
’acide lactique est pratiquement le seul produit formé et hétérolactique si d’autres composés,
tels I’acide acétique, 1’éthanol, le formiate et le CO2 sont synthétisés (Leveau et Bouix, 1993 ;
Pilet et al., 2005). Les bactéries lactiques sont généralement mésophiles mais certaines sont
psychrotolérantes ou thermotolérantes. Elles tolerent des pH entre 3,4 et 8,0 avec un pH
optimal pour leur croissance compris entre 5,4 et 6,4 (Kharas et al., 1994). Des chercheurs
ont trouvé que la production d’acide lactique atteint son optimum avec des pH de 6,0 a 6,5
pour Lactobacillus casei (Krischke et al., 1991) et a un pH de 5,5 pour Lactobacillus
helveticus (Ghaly et al., 2004). La tolérance des bactéries lactiques est variable vis-a-vis du
chlorure de sodium et elles possedent de faibles activités protéolytiques et lipolytiques

(Caplice et Fitzgerald, 1999).

VII.1.3. Taxonomie des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques appartiennent au phylum des Firmicutes, a la classe des Bacilli, et a
I’ordre des Lactobacillales (Garrity et Holt, 2001). Leur ADN présente un pourcentage de
G+C compris entre 30 et 60% (Stiles et Holzapfel, 1997) et une taille de génome comprise
entre 1,8 et 3,3 Mpb. Elles forment un groupe hétérogene de microorganismes partageant
certaines caractéristiques morphologiques, métaboliques et physiologiques. La morphologie
est considérée comme la caractéristique clé pour décrire et classifier les genres des bactéries
lactiques. De ce fait, les bactéries lactiques peuvent étre divisées arbitrairement en bacilles
(Lactobacillus et Carnobacterium) et coques (tous les autres genres). Le genre Weissella est
le seul genre qui comporte a la fois des bacilles et des coques (Collins et al., 1993 ; Ho et al.,
2007). Les méthodes phénotypiques ne sont pas suffisantes pour permettre leur identification
et leur classification. Avec I’avenement de la génétique moléculaire, des techniques de typage
ont été mises au point pour comparer et identifier différentes bactéries. Parmi ces techniques
on trouve notamment le séquencage de genes de ménage (MLST : Multilocus Sequence
Typing), ’analyse du polymorphisme de longueur de fragment de restriction de I’ADN
(RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism) appliquée a la région intergénique 16S-
23S, I’analyse des profils de restriction des d’ADNr 16S (ARDRA), ou encore le pulsotypage
de I’ADN génomique (PFGE : Pulsed Field Gel Electrophoresis). La technique d’hybridation
ADN/ADN et le séquencage du géne codant pour ’ARNr 16S restent cependant les méthodes

de référence pour I’identification des bactéries (Busse et al., 1996). Ces techniques de
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biologie moléculaire ont permis de mettre en évidence une forte diversité génomique au sein
des bactéries lactiques. Ces analyses ont conduit a une classification selon (Holzapfel et al.,
2001) de seize en genres : Alloiococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella. Le
genre Bifidobacterium est actuellement considéré par plusieurs auteurs comme faisant partie
des bactéries lactiques, bien qu’il n’appartienne pas au phylum des Firmicutes, mais a celui
des Actinobacteria. Il se distingue par un pourcentage en G+C supérieur a 55%, largement
supérieur a celui des autres genres, et par une voie métabolique de fermentation des sucres
particuliere. Parmi les bactéries lactiques, Lactobacillus représente le genre le plus répandu.
Ce dernier comprend a lui seul de nombreuses especes qui different par leurs caractéristiques
phénotypiques, biochimiques et génétiques (Vandamme et al.,, 1996). Les relations
phylogénétiques de ces principales bactéries lactiques, basées sur la comparaison des
séquences d’ARNr 16S, montrent que Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus,
Aerococcus, Tetragenococcus et Lactosphaera sont étroitement apparentés les uns aux autres.
Lactococcus et Streptococcus apparaissent comme relativement apparentés, alors que

Lactobacillus est phylogénétiquement distinct (Figure 3).
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Figure 3. Arbre consensus, basé¢ sur la comparaison de séquence d’ARNr 16S, montrant les
principaux groupes phylogénétiques de bactéries lactiques ayant un faible pourcentage de
G+C dans I’ADN, ainsi que celui des genres Bifidobacterium et Propionibacterium, bactéries

Gram positives non reliées aux Firmicutes mais appartenant au phylum des Actinobacteria

(Holzapfel et al., 2001).
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VII.1.4. Mécanisme d’action des bactéries lactiques probiotiques

Les modes d’action par lesquels certains probiotiques exercent des effets protecteurs ou
thérapeutiques ne sont pas completement élucidés, mais plusieurs mécanismes ont été
proposés. Les mécanismes d’action majeurs associés aux bactéries probiotiques pour prévenir
la colonisation et la croissance des bactéries pathogenes chez les organismes marins sont
présentés dans la figure (4) cis dessous. De tels mécanismes d’action ont été décrits pour les

bactéries lactiques, a I’exception d’effets directs sur I’amélioration de la qualité de I’eau.

Mécanisme 1 :
Exclusion et compétition
avec les pathogénes pour les
sites d’adhésion.

Mécanisme 5: ﬁ

Amélioration de la
qualité de ’eau.

Mécanisme 2 :
Production des

% 7 | substances a activités

Probiotique antimicrobiennes.

Mécanisme 4 : Mécanisme 3:
Amélioration Amélioration de la
de la réponse digestion des
immunitaire. nutriments.

Figure 4. M¢écanismes d’action des micro-organismes utilis€és comme probiotiques en

aquaculture (adapté de Fuller, 1992 ; Balcazar et al., 2006b ; Jin et al., 1997.

VII.1.4.1. Exclusion et compétition avec les pathogenes pour les sites d’adhésion

La capacité d’adhésion est un critere de sélection recommandé dans le choix des probiotiques.
Les effets bénéfiques exercés par les probiotiques dépendent de la capacité de tels
microorganismes a interagir avec les constituants de la paroi intestinale. Il est largement
accepté que plus une bactérie passe du temps dans le tractus gastro-intestinal, plus elle aura de
chance d’exercer un effet sur I’hote. Les mécanismes de compétition de I’adhésion peuvent

étre (1) non spécifiques en impliquant des interactions électrostatiques ou hydrophobes qui
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permettent un rapprochement des bactéries vers leur cible (Van Oss et al., 1996 ; Poortinga et
al., 2002), ou (2) spécifiques et initiés par des facteurs associés a la paroi bactérienne

(adhésines) et des récepteurs complémentaires présents sur les cibles.

L’adhésion et la colonisation des probiotiques sont essentielles pour le contréle de la
croissance de micro-organismes potentiellement pathogeénes (Bengmark, 1998). De plus, elles
sont importantes pour I’immunomodulation car seules les bactéries adhérentes sont en contact
avec les cellules immunes de I’épithélium (Mottet et Michetti, 2005). Les lactobacilles ont en

général de bonnes capacités d’adhérence (Schillinger et al., 2005 ; Merrifield et al., 2010).

VII.1.4.2. Production des substances a activités antimicrobiennes

Les bactéries lactiques sont connues pour leur pouvoir antimicrobien envers de nombreuses
autres bactéries. Parmi les molécules synthétisées et qui ont une action bactéricide ou
bactériostatique, on peut citer : les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de
carbone, le diacétyle, et les bactériocines (Klaenhammer, 1993 ; Ouwehand et Vesterlund,
2004). Ces antimicrobiens inhibent la croissance des micro-organismes pathogenes et
I’altération des produits alimentaires (Gobben et al., 1998). Les probiotiques peuvent ainsi
influer d’une fagon favorable sur I’animal héte en améliorant 1’équilibre de sa flore

intestinale.

VIL.1.4.2.1. Les bactériocines

Klaenhammer (1988) a défini les bactériocines comme étant des protéines, ou complexes de
protéines, avec une activité bactéricide contre des especes proches de la souche productrice.
L’activité antimicrobienne des bactériocines a un effet soit bactéricide, provoquant la mort de
la bactérie cible, soit bactériostatique inhibant la croissance bactérienne. Selon Klaenhammer
(1993), les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont réparties en quatre classes
suivant leur poids moléculaire et leur nature: les lantibiotiques, les peptides de classe II, les
peptides de classe III et les peptides de classe IV. La plupart des bactériocines produites par
ces bactéries partagent le méme mode d’action, basé sur la formation de pores dans la
membrane de la bactérie cible (Kumari et al., 2009). Récemment, Senthilkumar et al., (2012)
ont montré que des bactéries lactiques appartenant aux genres Lactococcus, Lactobacillus,

Pediococcus et Leuconostoc produisaient des bactériocines.
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VIl.1.4.2.2. Les acides organiques

Les bactéries lactiques synthétisent lors de la fermentation des glucides et des acides
organiques (lactique, acétique, propionique etc.). Grice a cette production d’acide, les
bactéries lactiques diminuent le pH du milieu dans lequel elles se multiplient et peuvent
ralentir la croissance ou la mort cellulaire de micro-organismes sensibles aux pH acides
(Abdalla et al., 1993; Partanen et Mroz, 1999). L’acide lactique est produit par de nombreuses
especes bactériennes, principalement celles des genres Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Pediococcus et Leuconostoc. L’action antimicrobienne de I’acide lactique est
dirigée principalement contre les bactéries. Ainsi, les études de Vazquez et al., (2005) ont
montré que les acides lactique et acétique inhibent la croissance des vibrions et améliorent la

survie des crevettes atteintes de vibriose.

VIl.1.4.2.3. Le peroxyde d’hydrogéne

Les bactéries lactiques sont dépourvues de catalase contenant un noyau heme pour dégrader le
peroxyde d’hydrogeéne en oxygene et en eau. En conséquence, I’H,O, produit s’accumule et
peut inhiber différents micro-organismes par 1’oxydation des lipides membranaires et la
destruction des structures des protéines cellulaires (Zalan et al., 2005). Néanmoins, certaines
bactéries lactiques peuvent se protéger contre le peroxyde d’hydrogéne qu’elles produisent
par la synthése de pseudocatalases (catalase hexamérique ou tétramérique) contenant du

manganese (Strus et al., 2006).

VIL.1.4.2.4. Les autres substances antimicrobiennes

Les bactéries lactiques hétérofermentaires synthétisent du dioxyde de carbone (CO,) comme
métabolite secondaire. Son accumulation crée des conditions anaérobies dans le milieu,
pouvant conduire a 1I’élimination de bactéries aérobies strictes. A faible concentration, il peut
en revanche stimuler la croissance de certaines bactéries indésirables (Lindgren et Dobrogosz,

1990).

Le diacétyle est un produit du métabolisme du citrate. Il est synthétisé par différents genres de
bactéries lactiques comme Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus et Pediococcus. Il a des

propriétés antimicrobiennes qui sont dirigées contre les levures, les bactéries Gram-négatives
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et les bactéries Gram-positives non lactiques, ces dernieres y étant moins sensibles (El-Ziney

et al., 1998).

Les exopolysaccharides (EPS) sont des polysaccharides d’origine microbienne synthétisés par
les bactéries lactiques, ils peuvent étre attachés a la membrane bactérienne (EPS capsulaires)
ou sécrétés directement dans le milieu (EPS libres) (Bouzar et al., 1997; Hess et al., 1997).
Les EPS protegent les bactéries lactiques contre I’attaque des bactériophages (Broadbent et
al., 2003). IIs peuvent aussi avoir des effets antimicrobiens envers de nombreuses bactéries.
Kim Y et al. (2009) ont montré qu’un EPS produit par Lactobacillus acidophilus diminuait
fortement la production de biofilm chez des bactéries Gram négatives comme E. coli O157 :
H7, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Yersinia enterolitica, Pseudomonas

aeruginosa, ou Gram positives telles que Listeria monocytogenes et Bacillus cereus.

VII.1.4.3. Amélioration de la digestion des nutriments

Les probiotiques ont un effet bénéfique sur les processus digestifs des animaux aquatiques. En
effet, elles synthétisent des enzymes extracellulaires telles que les protéases, les amylases et
les lipases. De méme, ces micro-organismes fournissent des facteurs de croissance comme les
vitamines, les acides gras et les acides aminés (Balcazar et al., 2006a). Les nutriments sont
absorbés plus efficacement lorsque 1’alimentation est supplémentée par des probiotiques
(Haroun et al., 2006). Chez les poissons, il a été rapporté que Bacteroides sp. et Clostridium
sp. pouvaient contribuer a la nutrition du 1’hdte, particulierement en fournissant des acides
gras et des vitamines (Sakata, 1990). Quelques micro-organismes comme Agrobacterium sp.,
Pseudomonas sp., Brevibacterium sp. et Microbacterium sp. peuvent aussi contribuer aux
processus alimentaires (Ringg et al., 1995). Les probiotiques améliorent la digestion des
nutriments d’une part en stimulant la production d’enzymes digestives telles que des
carbohydrases, phosphatases, estérases, lipases, peptidases, cellulases et protéases. Ils peuvent
également induire une modification de 1’anatomie de tube digestif et de 1’environnement
intestinal, qui peuvent se traduire par une amélioration des performances de croissance
(Picchietti et al., 2008 ; Nayak et al., 2010b). De tels effets de lactobacilles ont été¢ décrits
chez le bar par Frouél et al. (2008).
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VII.1.4.4. Effet bénéfique sur la croissance des poissons

Les bactéries lactiques probiotiques ont été utilisées en aquaculture pour augmenter la
croissance des larves de poissons. Ces probiotiques exercent cet effet en améliorant la
digestion chez les poissons. Hernandez et ses collaborateurs ont signalé en 2010 que la souche
Lactobacillus casei augmentait la croissance d’un poisson d’eau douce (Poecilopsis gracilis).
De plus, des bactéries lactiques probiotiques peuvent prévenir le syndrome de compression
des vertebres chez la truite arc-en-ciel (Aubin et al., 2005 ). De méme, Frouél et al., (2008)
ont constaté que les malformations ventrales, dorsales et operculaires, qui se produisent
habituellement chez les juvéniles de bar, étaient éliminées lors d’un traitement par une
préparation commerciale de lactobacilles. L’ostéocalcine est une hormone qui peut servir de
marqueur de la biominéralisation. Elle est synthétisée par les ostéoblastes, et son expression
coincide avec le début de la formation des nodules osseux. Elle atteint un taux maximal
d’expression durant la phase de minéralisation observée in vivo et in vitro (Owen et al., 1990).
La synthese de cette protéine est augmentée par un haut niveau physiologique de la vitamine

D, mais ce n’est pas le seul régulateur du processus d’ossification (Verhaeghe et al., 1989).

VIL.1.4.5. Amélioration de la réponse immunitaire

Certaines bactéries probiotiques sont capables de moduler la réponse immunitaire humorale
et cellulaire et de faciliter ainsi indirectement 1’exclusion de pathogenes potentiels (Mottet et
Michetti, 2005 ; Navarrete et al., 2012). Les bactéries lactiques probiotiques peuvent modifier
la réponse immunitaire de I’hote en interagissant avec les cellules épithéliales et en modulant
la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires, ce qui pourrait entrainer une réduction de
I’inflammation. Les études de Panigrahi et al. (2004) ont révélé une amélioration au niveau
de systeme immunitaire inné de la truite arc-en-ciel lorsqu’elle était nourrie avec un aliment
contenant un probiotique (Lactobacillus rhamnosus JCM1136). Cette amélioration s’est
accompagnée d’une augmentation des niveaux de lysozyme sérique et de l’activité du
complément. Des observations similaires chez la truite fario (Salmo trutta) ont été décrites par
Balcazar et al. (2007), qui ont démontré un effet positif sur la réponse immunitaire humorale
apres administration de probiotiques (Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides et
Lactobacillus sakei). Une amélioration de I’activité phagocytaire, qui est responsable de

I’activation précoce de la réponse inflammatoire avant la production d’anticorps, a également
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été rapportée chez les poissons. Lors d’une étude sur le tilapia (Oreochromis niloticus)
alimenté pendant 2 semaines avec Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103, Pirarat et al.
(2006) ont démontré une stimulation I’immunité cellulaire qui était a I’origine d’une
augmentation de 1’activité phagocytaire. Balcazar et al. (2006b) ont observé des résultats
similaires chez la truite arc-en-ciel nourrie pendant 2 semaines avec les probiotiques
(Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides et Lactobacillus Sakei). En 2008, Picchietti
et ses collaborateurs ont révélé chez les larves de bar traitées par Lactobacillus delbrueckii
(AS13B) via les rotiferes et les nauplius d’Artemia une augmentation significative des
cellules immunitaire T et des granulocytes dans les intestins et une faible production des

cytokines (IL-1p, IL-10 et TGF-B).

Les études de Kim et Austin en 2006 ont montré que si I’expression de génes codant pour des
cytokines (IL-1pB, IL-8, TNF-a et TGF-f) n’était pas induite dans les cellules de I’intestin de
la truite arc-en-ciel apres administration des bactéries probiotiques Carnobacterium
maltaromaticum B26 et Carnobacterium divergens B33, ce traitement induisait une
stimulation des genes codant pour IL-18 et TNF-a dans les cellules du rein antérieur, organe

lymphoide primaire chez les poissons.

VII.1.4.6. Amélioration de la tolérance du stress

Chez les poissons d’¢élevage, le stress est un facteur important de risque pour la santé. Il peut
entrainer des effets secondaires néfastes a long terme car ils alterent les processus
métaboliques, osmotiques, hématologiques et immunitaires. Chez les poissons, des chercheurs
ont conclu a I’existence d’un phénomeéne multifactoriel qui provoque un état de stress, en
impliquant des facteurs environnementaux (transports, manipulations périodiques,
température, pH, qualité de I’eau, élevage a haute densité, faible renouvellement d’eau) ou des
infections par des pathogenes (micro-organismes, parasites, virus... ; Tapia-Paniagua et al.,
2012). Récemment, les études de Martinez et al. (2012) et de Tapia-Paniagua et al. (2012) ont
montré que I’administration de probiotiques pouvait exercer un effet bénéfique sur la réponse
au stress des poissons d’élevage. Carnevali et al. (2006) ont mis en évidence le rdle
modulateur de qu’exergait Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii sur le niveau de stress
du juvénile de bar. Ce traitement probiotique a en effet diminué le taux de cortisol du bar, tout
en améliorant sa croissance. Des résultats similaires ont été obtenus chez la daurade par Rollo

et al. (2006), avec Lactobacillus fructivorans et Lactobacillus plantarum, dont
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I’administration simultanée a permis de limiter le niveau du cortisol chez les alevins, et son
augmentation apres un stress aigu (diminution du pH de 8,6 a 6,3). Dans cette méme
expérience, la réponse au stress a été évaluée par 1’expression du géne HSP70 (heat shock
proteins 70). Avant le stress, le niveau d’expression de ce marqueur était plus bas chez les
alevins traités, par rapport au groupe controle. Le stress a provoqué une surexpression de ce
marqueur beaucoup plus forte chez les daurades traitées, dont le niveau final d’expression
était plus élevé que celui atteint par les individus non traités. Le taux de survie des alevins a
été également amélioré grace au traitement probiotique. Ces résultats suggerent 1’effet
bénéfique de ce mélange probiotique (Lactobacillus fructivorans et Lactobacillus plantarum)
pour la tolérance au stress aigu chez les alevins. L’augmentation de la synthése de ces
protéines HSP70 est considérée comme une réponse d’adaptation au stress induit. En effet,
ces protéines interviennent dans la réparation des dommages oxydatifs induits au niveau des
protéines par un stress oxydant et permettent aux cellules de résister a un environnement

hostile en prolongeant leur viabilité jusqu’a I’apparition de conditions plus favorables.

VIL.1.4.7. Amélioration du statut anti-oxydant

De plus, des probiotiques jouent un rdle essentiel dans la modulation des capacités
antioxydantes des animaux d’¢élevage lorsqu’ils sont exposés a une accumulation des radicaux
libres lors d’une infection par un pathogeéne. De nombreux chercheurs ont étudié les
propriétés antioxydantes de certaines bactéries lactiques, qui pourraient en faire des candidats
probiotiques intéressants (Kullisaar et al., 2002 ; Lin et Chang, 2000). Lors d’une étude
réalisée sur des larves de thon rouge, Coves et al. (2011) ont trouvé que la souche P.
acidilactici a induit une sous-expression significative des genes codant pour la catalase et la
glutathion peroxydase chez les larves, suggérant ainsi une limitation du stress oxydatif due au
probiotique. Les capacités antioxydantes de ces bactéries reposent sur (i) la chélation de
certains ions métalliques (Fe**, Cu®*... ; Ahotupa et al., 1996), (ii) la production d’enzymes
antioxydantes comme la SOD (Chiu et al., 2007), (iii) la production de substances
antioxydantes (glutathion et autres composés thiolés ; Rees et Pirt, 1979 ; Kullisaar et al.,

2002).
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VIIL.1.4.8. Amélioration de la qualité de I'’eau

Lors de I’¢levage intensif de poissons, il se produit une grande quantité de déchets organiques
qui s’accumule dans le fond des bassins de production. L’oxydation de ces composés
organiques ¢€puise le niveau d’oxygéne dans le sol des bassins d’¢levage et améne la
formation de métabolites toxiques tels que le sulfure d’hydrogéne, I’ammoniac et les nitrites.
Ces derniers augmentent le taux de mortalité dans les élevages piscicoles. L’une des dernicres
tentatives d’amélioration de la qualité de I’eau en aquaculture est 1’ajout dans les bassins de
micro-organismes probiotiques comme par exemple : Bacillus, Nitrosomonas, Cellulomonas,
Nitrobacter, Pseudomonas, Rhodoseudomonas, Nitrosomonas et Acinetobacter (Shariff et al.,
2001). Etant donné que ces souches bactériennes vivent en harmonie avec la biomasse
existante, augmentant ainsi l’efficacité et la rapidité d’élimination de 1’ammoniac et des
nitrites elles contribuent a une amélioration de la qualité de I’eau et de I’environnement du
bassin. Ce type de biotechnologie, connue sous le nom de « biorestauration », entraine la
modification de la biomasse microbienne des bassins afin de réduire les bactéries pathogenes,
d’améliorer la minéralisation des mati¢res organiques et de détruire les composés résiduels
indésirables. Les bactéries lactiques ne semblent pas directement impliquées dans ces

processus d’amélioration de la qualité de I’eau.
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CHAPITRE I : SELECTION ET CARACTERISATION
DES BACTERIES LACTIQUES A EFFET ANTI-VIBRIO

I. Isolement et identification des vibrions

I.1. Echantillonnage

Des larves de bar et de daurade ont été prélevées a partir des élevages de la société
d’Aquaculture Tunisienne (Hergala) et de L'Institut Francais de Recherche pour 1'Exploitation
de la Mer (Brest). Les larves ont été traitées au laboratoire pour la recherche et I’isolement des

Vibrio.

I.2. Traitement des échantillons

Au laboratoire en conditions stériles, Vingt larves ont été placées sur de la toile a plancton et
lavées par de I’eau de mer stérile, puis broyées et homogénéisées dans 10 mL d’une solution

de Ringer.

I.3. Isolement des Vibrio

Apres homogénéisation, les broyats des larves ont été étalés sur le milieu Thiosulfate-Citrate-
Bile-Saccharose (TCBS agar), milieu sélectif pour la famille des Vibrionaceae. Les boites
TCBS ont été incubées a la température ambiante du laboratoire pendant 24 et 48 heures avant
la lecture. Les colonies jaunes et vertes prépondérantes ont été repiquées sur la gélose

tryptocaséine de soja (TSA) additionnée de 1% NaCl pour une purification.

1.4. Identification biochimique des souches isolats

L’identification biochimique des isolats a été effectuée par les galeries Api 20E (Bio-
Meérieux). C’est un systeme d’identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles a Gram
négatif tel que les vibrions. L’ensemencement de ces galeries a été réalisé selon la méthode
standard proposée par les laboratoires Bio-Mérieux. L’incubation (24 h a 30°C) se traduit par
des virages colorés spontanés ou révélés par ’addition des réactifs complémentaires. La
lecture de ces réactions a été faite a I’aide d’un catalogue analytique. Avec ce catalogue, les

tests sont regroupés par 3, et une valeur (1, 2 ou 4) est indiquée pour chacun. A ’intérieur de
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chaque groupe, les nombres correspondant aux tests positifs sont additionnés et on obtient

enfin un nombre a 7 chiffres qui sert de code d’identification (Annexe 1).

I.5. Identification des souches de Vibrio par PCR Multiplex

Pour confirmer ’identification des isolats, nous avons adopté la technique de PCR Multiplex
précédemment décrite par Di Pinto et al., en (2005). Nous avons utilisé des amorces
amplifiant une séquence génomique de taille spécifique pour chacune des deux especes Vibrio
alginolyticus et Vibrio parahaemolyticus. Pour chaque essai nous avons utilisé des souches

de référence comme témoin positif :
E1 = V. alginolyticus ATCC 33787
E3 = V. alginolyticus ATCC 17749

E2 = V. parahaemolyticus ATCC 17802

.5.1. Extraction de ’ADN bactérien : méthode de lyse thermique

L’extraction a été réalisée a partir d’une culture jeune de 18 a 24 h sur gélose TSA
additionnée de 1 % NaCl. Le culot bactérien récupéré apres deux lavages a 1’eau distillée
stérile et centrifugé 2 13000 tr min™' pendant 5 min a été repris dans 200 uL d’eau distillée
stérile. Apres ébullition (100°C) pendant 10 min, les tubes ont été maintenus dans la glace
(0°C) pendant 5 min. Aprées centrifugation, le surnageant qui contient I’ADN bactérien a été

récupéré.

[.5.2. Détection du géne de la collagénase par PCR Multiplex chez les souches de Vibrio

alginolyticus et V. parahaemolyticus isolées a partir des larves

Pour une détection spécifique de 1’espece V. alginolyticus et V. parahaemolyticus nous avons
essayé un protocole de PCR Multiplex pour la détection du gene de la collagénase de (Di
Pinto et al., 2005). L’ADN a ét¢ amplifié¢ en utilisant les amorces respectivement pour V.

alginolyticus et V. parahaemolyticus (Tableau 4).
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Tableau 4. Amorces utilisées dans la PCR multiplexe de V. alginolyticus et V.

parahaemolyticus (D1 Pinto et al., 2005).

Taille de la région amplifiée
Séquences oligonucléotidiques . Identification
(paires de bases)

VA-F 5’-cga gta cag tca ctt gaa agcc-
3’ (1526-1547)

737 V. alginolyticus
VA-R 5’-cac aac aga act cgc gtt acc-3’
(2242-2263)
VP-F 5’-gaa agt tga aca tca tca
cacga-3’ (93-116) V.
geacga-3” ( 71
VP-R 5’-ggt cag aat caa acg ccg-3’ parahaemolyticus

(347-364)

La PCR a été réalisée dans un volume final de 25 pL contenant 3 uL. d’ADN génomique, 5 pL
de tampon PCR (Green go Taq 5%), 0,5 uL. de mélange de dNTP (200 uM), 0,5 pL de solution
3 mM de MgCl,, 1 pL de chaque amorce (25 pM) et 0,2 pL (1 unit¢) de GO Taq DNA
polymérase (Promega). Apres une étape de dénaturation initiale pendant 15 min a 95°C, les
mélanges réactionnels ont subi 35 cycles d’amplification. Chaque cycle était composé d’une
de dénaturation a 94°C pendant 30s, suivie d’une étape d’hybridation de 60s a 58°C, et d’une
étape d’¢élongation a 72°C pendant une minute. L’¢élongation finale a 72 °C a été prolongée

pendant 15 min.

1.5.3. Electrophorése sur gel d’agarose

L’analyse des produits de PCR a été réalisée sur un gel d’agarose 1% préparé avec le tampon
Tris-borate-EDTA (TBE 1x) et 4,7 uL de Bromure d'éthidium (BET) (Produit Sigma). Un
volume de 6 pL de chaque échantillon d’ADN a été déposé¢ dans les puits du gel. Un
marqueur de taille (100 pb, Invitrogen) a été utilisé pour évaluer la taille des bandes d’ ADN.
La migration a été faite sous voltage constant de 90 volts pendant 1 heure dans le tampon
TBE (1%). Les souches présentant un amplicon de 737 pb correspondaient a I’espéce V.

alginolyticus alors que les amplicons de 271 pb correspondaient a V. parahaemolyticus.
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I1. Sélection des bactéries lactiques a effet antagoniste contre les Vibrio

Nous avons testé 55 des bactéries lactiques isolées a Brest pour leur pouvoir antibactérien
contre les souches de Vibrio de référence: (V. alginolyticus E3 (ATCC 17749), V.
alginolyticus E1 (ATCC 33787) et V. parahaemolyticus E2 (ATCC 17802)) et contre d’autres
souches de Vibrio parahaemolyticus (30v, 53v et 12pv) et de Vibrio alginolyticus (55j, 32j et
30j) identifiées initialement par PCR multiplexe. Cette étude a été réalisée suivant la méthode
de diffusion en puits (Vaseeharan et Ramasamy, 2003). On a réalisé des puits de 5 mm de
diametre dans la gélose, a raison de quatre boites par condition et avec deux répétitions a des
moments différents. Les boites ont été étalées avec une suspension de la souche pathogene de
Vibrio, et les puits ont été remplis par 80 uL. d’une culture fraiche de bactéries probiotiques.
Apres incubation 24 heures a 30 °C, les diamétres des zones d’inhibition apparaissant autour

des puits ont été mesurés (moyenne de deux diametres perpendiculaires).

III. Test de caractérisation biochimique, enzymatique et physiologique des

bactéries lactiques a effet anti-Vibrio

lll.1. Recherche des certaines exoenzymes sur milieu gélosé

Dans notre étude nous avons utilisé plusieurs milieux adéquats pour la recherche des certaines
exoenzymes produites par les bactéries lactiques présentant un effet anti-Vibrio. Ces
exoenzymes sont : I’hémolysine, la lipase, I’amylase, la caséinase et la lécithinase. Ces

dernieres sont décrites comme facteurs de virulence chez les bactéries (Balebona et al., 1998).

[11.1.1. Hémolyse

La recherche de I’hémolyse a été réalisée sur gélose TSA additionnée de 5% du sang de
poisson défibriné. Apres incubation de 24 a 48 h a 30°C, et selon le halo clair autour de la

colonie, trois types d’hémolyse peuvent se présenter :
- L’hémolyse complete qui est qualifiée de type .
-L’hémolyse partielle qui est qualifi¢e de type a.

-Si on n’observe pas d’hémolyse, la souche est dite de type 9.
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[11.1.2. Amylase

La mise en évidence de I’amylase a été faite sur un milieu gélosé contenant de 1’amidon.
Apres incubation de 24 a 48 h, une réaction positive a été mise en évidence apres 1’addition
d’une solution de Lugol, par I’apparition d’une auréole de dégradation d’amidon autour des

colonies.

[11.1.3. Caséinase

La mise en évidence de la caséinase a été faite sur gélose TSA, additionnée de 5% de lait
écrémé apres refroidissement a 45°C. Les souches testées ont été repiquées a la surface du
milieu. Apres incubation de 24h a 30°C, une réaction positive a ét€ mise en évidence par

I’apparition d’une auréole de dégradation de la caséine autour des colonies.

[11.1.4. Lécithinase

La recherche de la 1écithinase a été faite sur gélose TSA additionnée de 5% de jaune d’ceuf a
45°C. Les souches testées ont été repiquées a la surface du milieu. Apres incubation de 24h a
30°C une réaction positive a été mise en évidence, par la présence d’un halo clair autour des

colonies.

[11.1.5. Lipase

La recherche de lipase a été réalisée sur gélose TSA additionnée de 1% Tween 80. La
présence de I’estérase libérant les acides gras transformés en sels calciques insolubles se
traduit par une opacification du milieu. Ces estérases sont des enzymes extracellulaires. La
présence de lipase est mise en €évidence par I’apparition d’une auréole d’opacité autour des

colonies. En absence d’opacification, la bactérie est dite « lipase négative ».

I1.2. Recherche de I’activité enzymatique des bactéries lactiques par galerie
Api ZYM

[11.2.1. Utilisation des galeries

La recherche de I’activité enzymatique des bactéries lactiques a été réalisée sur des galeries
Api ZYM (Bio-Mérieux) en suivant la technique de (Papamaloni et al., 2002). Le systeéme Api

ZYM est une micro-méthode semi-quantitative de recherche d’activités enzymatiques
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applicable a des différents types d’échantillons (microorganismes, suspensions cellulaires,
tissus, liquides biologiques, etc.). Il permet d’étudier rapidement et simultanément 19 activités
enzymatiques a partir de tres faibles quantités d’échantillons. Dans chaque puits sont ajoutés
65 uL d’une suspension bactérienne a évaluer. Les galeries sont incubés a 37°C a I’obscurité
pendant 4h. Une goute des réactifs ZYMA et ZYMB est ajoutée. Apres 10 minutes
d’incubation sous lumicre blanche, une réaction colorimétrique se développe. Selon I’intensité
de la réaction colorée, les résultats sont exprimés sur une échelle de 0 a 5 qui correspond a
une mesure semi-quantitative de la quantit¢ de substrat hydrolysé¢ : (0) : pas d’activité
enzymatique, (1): 5 nmol, (2) : 10 nmol, (3) : 20 nmol, (4) : 30 nmol et (5) : 40 nmol.
(Annexes 2 et 3).

[11.2.2. Analyse numérique

Les similarités entre les différentes souches analysées ont été évaluées par comparaison des
profils enzymatiques pris deux a deux. Une matrice bidimensionnelle a été construite sur la
base de ces profils. Les distances phénotypiques calculées par la méthode UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic averages) selon I’indice de Bray-Curtis ont
permis la construction d'un dendrogramme mettant en évidence les relations phénotypiques

existantes entre les différentes souches analysées.

111.3. Test de croissance des bactéries lactiques a différentes concentrations
en chlorure de sodium

C’est un test qui permet d’étudier la tolérance maximale des bactéries lactiques au chlorure de
sodium (NaCl). Pour se faire, du bouillon MRS (DeMan, Rogosa, Sharpe) est préparé a
différentes concentrations en chlorure de sodium (0 g L' ; 3 g L' et 6 g L"). Le méme
inoculum bactérien est ajouté (100 puL) aux différents tubes, lesquels sont incubés a 37° C
pendant 48 h sous agitation (160 tr min") dans le bain-marie. La lecture des tubes se fait en
sélectionnant les tubes troubles. Pour chaque concentration en chlorure de sodium, un tube

témoin ne renfermant pas d’inoculum a servi comme témoin.
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l11.4. Etude par SDS PAGE monodimensionnelle des protéines secrétées par
les bactéries lactiques

[11.4.1. Extraction des protéines secrétées

Les bactéries lactiques sont cultivées en bouillon MRS pendant 18 heures sous agitation, puis
elles sont recueillies par centrifugation a 7000 tours par minute pendant 20 minutes a 4°C. Le
surnageant de chaque espece est filtré sur une membrane de porosité 0,45um. Les protéines
sont précipitées avec 10% (v/v) de TCA (acide trichloroacétique) puis centrifugées a 7000 tr
min' pendant 20 minutes. Le culot est suspendu dans 4 mL de PBS (Phosphate Buffer Saline,
pH=7,4) puis précipité avec 20 mL d’acétone. Une dernicre centrifugation a 7000 tours par
minute pendant 20 minutes est réalisée et le culot final, obtenu a partir de chaque bactérie, est

lavé avec de I’acétone froide puis resuspendu dans le PBS (Kaniga et al., 1995).

[11.4.2. Analyse des protéines secrétées par SDS-PAGE

Dans notre étude nous avons utilisé un gel de migration a 15 % acrylamide /N/N’/méthyléne
bis-acrylamide. Les gels de migration renferment un gel de séparation dont la composition est
la suivante : 30% acrylamide /N/N’méthyléne bis-acrylamide, 375 mM Tris-HCI (pH 8.,8),
0,1% (w/v) SDS. Les catalyseurs et activateurs de polymérisation, (persulfate d’ammonium
10% (w/v), 0,01 % Temed), ont été alors additionnés et la solution a été versée entre deux
plaques. Apres la polymérisation, la surface du gel a été lavée a I’eau désionisée et une
solution fraichement préparée de gel de concentration a été déposée sur le gel de séparation
(0,125 M Tris—HCI pH 6,8), 3,75% acrylamide /bis-acrylamide, 0,1% SDS, 10 % persulfate
d’ammonium, 0,01 % Temed). Apres la polymérisation les plaques ont été retirées de leur
support de polymérisation et insérées dans le support de 1’¢lectrode. L’ensemble a ensuite été
introduit dans la cuve Mini—Protean III (Bio-Rad). Des marqueurs protéiques de masse
moléculaire connue (Amersham, Biosciences) ont été utilisés. Les protéines secrétées ont été
dosées par un kit Bradford (Sigma). Les protéines ont été ensuite dénaturées a 100°C pendant
5 minutes dans le tampon de Laemmli (1970), composé de : 200 mM Tris—HCI (pH 6,8), 4%
(wlv) SDS, 10% (w/v) glycérol, 0,5% (w/v) bleu de bromophénol, 10% (w/v) B-
mercaptoéthanol. La migration a été réalisée dans un tampon de migration composé de : 200

mM glycine, 25 mM Tris, 0,1 % (w/v) SDS. Les voltages appliqués étaient de 90 Volts pour
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le gel de concentration et de 120 Volts pour le gel de séparation. La migration a été arrétée

lorsque le bleu de bromophénol a atteint I’extrémité inférieure du gel.

Apres migration, les gels de polyacrylamide ont été incubés durant une nuit dans le tampon de
coloration (2,5 g Bleu de Coomassie R-250 ; 250 mL méthanol ; 50 mL Acide acétique ; 250
mL H2O0), puis ils ont été décolorés dans le tampon de décoloration (250 mL méthanol ; 50

mL Acide acétique ; 250 mL H20) jusqu'a la visualisation des protéines.

IV. Etude qualitative de I'adhésion des bactéries lactiques

IV.1. Détection de la capacité de production de biofilm sur gélose préparée
avec le rouge congo

Nous avons réalis¢ un test de caractérisation phénotypique des isolats afin d’étudier la
capacité de production de biofilm par les différentes souches. Ce test a été réalisé en cultivant
les souches bactériennes sur des boites de Pétri contenant du rouge congo (CRA; Sigma)
comme précédemment décrit par Freeman et al., (1989). Le milieu (CRA) se prépare en
mélangeant 0,8 g de rouge congo avec 36 g de saccharose dans 1 litre de gélose coeur-
cervelle ; les boites ont été incubées pendant 24 h a 37 °C en aérobie, suivi d’une nuit a
température ambiante. Les souches produisant un biofilm apparaissent sous forme de colonies
noires irrégulieres sur CRA, tandis que les souches négatives développent une couleur rouge

rosatre (Vasudevan et al., 2003).

IV.2. Etude semi-quantitative de I'adhésion des souches sélectionnées

Les bactéries potentiellement probiotiques ont €t€ incubées dans du bouillon MRS a 37°C
pendant 24 h. Les bouillons ont été par la suite dilués au 1:100 dans MRS avec 2 % de
glucose (m/v). Un volume total de 200 pLL de la suspension bactérienne a été transféré dans
des plaques ELISA de 96-puits en polystyréne en forme de U (Nunclon; Nunc, Roskilde,
Danemark). Chaque souche a été testée trois fois. Un puits contenant du bouillon MRS stérile
seulement a été servi comme controle négatif. La plaque a été par la suite incubée en
aérobiose pendant 24 h a 37°C. Ensuite le bouillon a été aspiré et la plaque a été rincée trois
fois avec du tampon phosphate salin (PBS) (7 mM Na,HPO,, 3 mM NaH,PO,, 130 mM
NaCl, pH 7.4) pour éliminer les bactéries non-adhérées. La plaque a été, par la suite, séchée.

Les bactéries adhérées ont été fixées avec une solution d'éthanol a 95 % et colorées avec 100
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pL d'une solution de cristal violet a 1 % (Merck) pendant 5 min. L’exceés de colorant a été
¢liminé puis lavé trois fois avec 300 uL d’eau distillée stérile. La plaque a été vidée puis
séchée avec un flux d’air. La densité optique de chaque cupule a été mesurée a 570 nm en
utilisant un lecteur ELISA (Automated Multiskan Reader, MNOP, Rome, Italie). La capacité
des souches a former un biofilm est classée selon trois catégories : "fortement biofilm
positive" (DO570 >1), "faiblement biofilm-positive" (0,1<DO570<1) et "biofilm négative"
(DO570< 0,1) (Chaieb et al., 2007).

V. Caractérisation phylogénétique des bactéries lactiques présentant un

fort antagonisme contre les Vibrio

Les 16 souches présentant les plus fortes activités ont été retenues pour une caractérisation a
partir du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S par ARDRA (Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis). Apres extraction de I’ADN génomique, une amplification PCR est
réalisée avec des amorces universelles, correspondant a des motifs nucléotidiques conservés
de séquences du gene ARN ribosomal 16S des bactéries. Ainsi la diversité des séquences
amplifiées refléte la diversité initiale de la population bactérienne dans 1’échantillon. Cette
diversité peut étre évaluée en digérant ces fragments par des enzymes de restriction destinées
a les couper au niveau de motifs nucléotidiques particuliers. Les sites de coupure dépendent
donc de la séquence des produits de PCR. Apres analyse des produits de digestion sur gel de
d’agarose, les profils de restriction obtenus avec I’ADN extrait des bactéries sont comparés,
ce qui permet de décrire la diversité de la population et sa structure (Moyer et al., 1994). Cette
technique est appelée analyse de restriction des produits d’amplification du gene codant pour

I’ARN ribosomal 16S ou ARDRA.

V.1. Extraction de ’ADN bactérien

L’extraction de ’ADN a été réalisée selon la méthode de (Hoffman et Winston, 1987). A
partir d’une culture jeune des bactéries lactiques sur gélose MRS, nous avons récupéré le
surnageant bactérien apres a une agitation pendant 5 min dans une solution de 200 uL du
tampon de lyse (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1% Triton X- 100) mélangé avec des billes
en verre. Ensuite le surnageant a été incubé pendant 15 min a 70°C. Par la suite, il a été
additionné du tampon phénol et centrifugé a 12000 tr min” durant 5 min. La fraction

supérieure récupérée a été centrifugée tout d’abord dans 2 fois volumes d’éthanol absolu,
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ensuite dans 1’éthanol 75% et enfin dans I’éthanol absolu. Apres cette derniére centrifugation,

I’ ADN bactérien précipité a été repris dans 200 uL d’eau distillée stérile exempte de DNase.

V.2. Amplification du gene de I’ARN ribosomique 16S

Un fragment du gene codant pour 'ARNTr 16s a été amplifié en utilisant deux amorces sens et
anti-sens : SAdir (5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3”) et S17rev (5°-
GTTACCTTGTTACGACTT-3") en suivant le protocole de Lambert et al., (1998). Ces
amorces correspondent respectivement aux positions 8-27 et 1492-1509 dans I’ARN
ribosomal d’Escherichia coli. La PCR a été réalisée dans les proportions suivantes : pour un
volume final de 100 pL contenant 5 uL d’ADN génomique, nous avons ajouté 10 pL de
tampon PCR (10x, 15mM MgCl,), 4 uL dANTP (2 mM), 5 pL de solution de MgCl, (25 mM),
2 pL de chacune de deux amorces (20 uM) et 0.5 uL de Taq DNA polymérase.
L’amplification a été réalisée en utilisant un thermocycleur (Techne TC 512). L'ADN
génomique a été amplifi€ avec une étape initiale de dénaturation a 95°C pour 3 min, puis 25
cycles de dénaturation (30 s a 94°C) — hybridation (1 min a 52°C) — élongation (2 min a
72°C), et une extension finale de 10 min a 72°C. L’analyse des produits de PCR a été réalisée
sur un gel d’agarose 1.5% préparé avec le tampon Tris-Acetate-EDTA (TAE 1x) et 7 uL de
Bromure d'éthidium (BET). Un volume de 5 pL. de chaque échantillon d’ADN, mélangé avec
1uL de tampon de charge a été déposé dans les puits du gel. Un marqueur de taille 100 paires
de base (SmartLadder, Eurogenetec) a été utilisé pour évaluer la taille des bandes d’ADN. La

migration s’est faite a un voltage constant de 100 volts pendant 20 min dans du tampon TAE

(1x).

V.3. Digestion enzymatique et ARDRA

V.3.1. Digestion enzymatique

Apres vérification de la qualité des produits de PCR par électrophorese, 4 uL. de ces produits
ont été incubés pendant une 4 heure a 37°C avec 5,3 pL d’un prémélange comprenant pour
100 uL: 1.4 pL de I’enzyme de restriction (Haelll ou Cfol), 14 pL de tampon (SM ou SL,
respectivement) et 84,6 uL d’eau miliQ stérile (Gatesoupe, 2002). Apres électrophorese, les
bandes ont été visualisées et photographiées par un systtme ChemiDoc XRS (BioRad.). Le
nombre et la taille des fragments d'ADN ont été évalués a ’aide du logiciel ImageMaster

TotalLab (version 1.11).
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V.3.1. Analyse numérique

Les similarités entre les différentes souches analysées ont été évaluées par comparaison des
profils de restriction pris a deux. Une matrice bidimensionnelle a été construite sur la base de
ces profils. Les deux distances génétiques calculées par la méthode UPGMA (selon l'indice de
Bray-Curtis) ont permis la construction d'un dendrogramme mettant en évidence les relations

génétiques existant entre les différentes souches analysées.

V.4. Séquengage partiel du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S

En fonction du polymorphisme génétique révélé par ARDRA parmi les différents isolats, un
isolat de chaque groupe dominant a été sélectionné et purifié a 1’aide d’un kit (GeneElute PCR
Clean-Up Kit Sigma) selon les instructions du fabricant. Les échantillons ainsi préparés ont
été expédiés pour séquencage partiel de leur gene codant pour I’ARNr 16S (SA-dir de taille
896 a 1037 paires de bases) par la société MilleGen (Labege, France). Les séquences
nucléotidiques obtenues ont été vérifiées a 1’aide du logiciel BioEdit (Hall, 1999) et

comparées par BLAST a la banque de données en ligne NCBI.

VI. Test de challenge des bactéries lactiques avec les nauplius d’Artemia

VI.1. Décapsulation des cystes d’Artemia

La décapsulation des cystes (INVE, Belgique) a été faite selon la procédure suivante : 10 mg
des cystes ont été incubés dans un tube a vis de 20 mL contenant 10 mL de 1’eau de mer
filtrée autoclavée stérile pendant 1 & 2 heures pour I’hydratation des cystes. Ensuite on a
ajouté a ce volume un volume égal d’une solution d’hypochlorite de sodium de 12°
chlorométrique. Apres agitation manuelle pendant 5 a 10 minutes, des que la couleur est
passée du brun vers le jaune orangé, on a lavé les cystes décapsulés avec de 1’eau de mer
filtrée autoclavée stérile. Cette €tape a été répétée 8 fois et, a chaque fois, un nouveau tube a
vis de 20 mL contenant 10 mL de I’eau de mer filtrée autoclavée stérile a été utilisé. Le
transvasement des cystes d’un tube a I’autre au cours des lavages a été effectué a 1’aide de
pipettes Pasteur stérilisées a sec. Apres décapsulation des cystes, dix nauplius d’Artemia
axéniques ont été récupérés et mis dans des flacons de 60 mL contenant 30 mL de ’eau de

mer filtrée autoclavée stérile (Sorgeloos et al., 1977). Toutes les manipulations ainsi décrites

ont été faites dans des conditions strictement stériles selon Marques et al. (2004).
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VI.2. Essais sur les nauplius d’Artemia

Pour évaluer ’effet des souches bactériennes sur la culture d’Artemia, 6 essais ont été

réalisés dans 3 flacons de 30 mL utilisés pour chacun des traitements suivants:
1- Le premier essai avec Artemia seul (conditions axéniques).

2- Le second essai avec Artemia et la souche VA (10° 2 10’ UFC mL") (Art+VA). (VA : V.
alginolyticus, souche de référence E3 : ATCC 17749).

3- Le troisieéme essai avec Artemia et la souche X2 (Art+X2) (106 210" UEC rnL'l).

4- Le quatrieme essai avec Artemia, I’aliment ‘Red Pepper’ (BernAqua) et la souche X2

(Art+A+X2).
5- Le cinquieme essai avec Artemia, la souche X2 et la souche VA (Art+X2+VA).

6- Le sixieme essai avec Artemia, la souche X2, la souche VA et I’aliment ‘Red Pepper’

(Art+X2+VA+A).

Les essais 3, 4, 5 et 6 ont été également appliqués a d’autres souches bactériennes (BR51,
BR743, BXI, B3p et 611). Durant I’expérimentation les bactéries lactiques ont été ajoutées les
trois premiers jours et la souche VA (E3) a été introduite seulement au jour 3. La mortalité
finale a été estimée a partir du comptage des nauplius d’Artemia survivant au jour n°6. La
survie a été rapportée au nombre de nauplius mis en bouteille au début du démarrage de
I’expérimentation. La croissance a été estimée a partir de trois individus prélevés au hasard a

la fin de I’expérimentation dans chaque flacon.

Des analyses statistiques de la survie (au jour n°5) et de la croissance (au jour n°6) des
nauplius d’Artemia ont ét¢ faites a 1’aide du logiciel Statview (version 4.75). Les tests
statistiques utilisés étaient 1’analyse de la variance (ANOVA) et le test de Différence
Significative Minimale de Fisher LSD (Low Significance Difference). Une valeur de P <0,05

a été considérée significative.
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CHAPITRE II : EVALUATION DES EFFETS DE (P.
ACIDILACTICI (MA 18/5M) ET LACTOBACILLUS.
CASEI (X2)) CHEZ LES LARVES DE BAR

I. Incorporation de deux bactéries (P. acidilactici MA 18/5M et La. casei X2)

dans I’aliment composé

La bactérie P. acidilactici CNCM MA 18/5M a été utilisée sous sa forme commerciale
(Bactocell® PA10), poudre hydrodispersible dans laquelle les bactéries sont lyophilisées.
Pour La. casei (X2), nous avons cultivé la souche dans du bouillon MRS en conditions
stériles, puis nous ’avons récoltée sous forme de pate aprés une centrifugation a 4500g
pendant 30 min. Dans notre étude, les deux bactéries ont été incorporées dans 1’aliment de la

maniére suivante :

Dans la premiére expérience, nous avons incorporé dans 1,5 kg d’aliment soit une masse de
11,9 g de la pate (X2) de concentration 8,37 10" UFC g'l, soit une masse de 1 g de la souche
en poudre (P. acidilactici) de concentration 10'© UFC g'. Alors que dans la deuxieme
expérience, nous avons additionné dans 1,5 kg d’aliment soit une quantité de 130 g de la pate
(X2) de concentration 7,65 10'° UFC g'l, soit 13 g de la souche (P. acidilactici) de

concentration 10" UFC g'l.

Les cellules bactériennes ont ét¢ remises en suspension dans de I’eau de robinet afin de
procéder au mélange avec les autres composants de I’aliment granulé a 1’aide d’un mélangeur
horizontal (Mainca®), avant granulation et séchage a basse température (45°C). Les granulés
ont ensuite été concassés et tamisés pour obtenir les différentes tailles de granulés utilisés
successivement lors de la croissance des larves de bar (Cahu et Zambonino Infante, 2001). La
concentration finale en bactérie lactique a été contrdlée dans les aliments expérimentaux par

comptage sur gélose MRS. Puis 1’aliment a été stocké a 4°C.

I1. Quantification des probiotiques (P. acidilactici et La. casei) dans I’aliment

La teneur en bactéries lactiques a été mesurée sur le produit brut et sur 1’aliment fini. Le
produit a analyser (1 g de produit brut) a ét€ pesé puis homogénéisé au 1/ 10°™ dans une

solution de Ringer. Le dénombrement a été ensuite réalisé apres dilutions successives et
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étalement en triplicats de 100 uL de la dilution choisie sur boites de Pétri (MRS) a 1’aide de
des micropipettes stériles. Les numérations ont été réalisées apres a 48 h d’incubation a 30°C,

et seules les boites comprenant entre 30 et 300 colonies ont été prises en compte.

III. Influence de P. acidilactici et La. casei sur la flore bactérienne des larves
de bar

lll.1. Protocole expérimental

Cette expérimentation a été réalisée afin d’évaluer I’effet de deux bactéries lactiques (P.
acidilactici et La. casei) sur la composition de la flore bactérienne des larves de bar, sur la
croissance (longueur et poids) et sur le systtme immunitaire de I’hote. Durant cette étude,
deux expériences ont été faites avec deux doses différentes des probiotiques. Dans la premiére
expérience, les larves ont été alimentées du jour 10 jusqu’au jour 45 avec une dose de
probiotique de ’ordre de 10° UFC g’1 d’aliment, cependant que dans la deuxiéme expérience
elles ont regu une dose de I’ordre de 10’ UFC g d’aliment sur une période allant du jour 5
aprés 1’éclosion des larves jusqu’au jour 41, puis toutes les larves ont été nourries avec
I’aliment standard sans probiotique jusqu’au jour 62. Dans chaque expérience, trois

traitements ont été comparés en triplicats pour chaque condition expérimentale:

(1) un traitement témoin : les larves ont été réparties en trois bacs et ont recu un aliment de
composition standard (55% de farine de poisson, 12% d’hydrolysat de protéines de poisson
(CPSPG), 20% de lécithine de soja, 8% d’un mélange de vitamines (Gisbert et al., 2005), 4%
d’un mélange de minéraux de (Gisbert et al., 2005) et 1% de bétaine). (2) un traitement
probiotique d’origine commerciale : dans ce cas les larves ont ét¢ nourries par I’aliment
standard enrichi par P. acidilactici 2 une concentration de 1,12 10° UFC g' d’aliment durant
la premiere expérience et 1,35 10° UFC o' d’aliment pour la deuxiéme expérience. (3) un
traitement avec un candidat probiotique sélectionné précédemment (chapitre I) : les larves ont
recu un aliment standard additionné par La. casei dont sa concentration finale dans 1’aliment
est de 1,8 10’ UFC g d’aliment dans la premiére expérience et de 3,4 10’ UFC g d’aliment

pour la deuxieme expérience.
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l1l.2. Conditions d’élevage de bar

Les larves de bar européen (Dicentrarchus labrax) du jour 1 a I’éclosion (J1) ont été fournies
par la ferme aquacole (Aquanord Gravelines, France). Les larves ont été élevées dans le
centre Ifremer de Brest du jour 1 jusqu’au jour 62. Elles ont été réparties dans neuf bacs
cylindro-coniques d’un volume de 35 litres, a raison de 3000 poissons par bac. Les bassins ont
¢té alimentés par de I’eau de mer non recyclée, filtrée par des cartouches retenant les
particules de taille supérieure a 10 microns et traitée aux UV. Le taux de renouvellement de
’eau a été progressivement augmenté de 15 L h™ au jour 5 2 35 L h™' au jour 40. La
température de 1’eau des bassins a été augmentée progressivement a partir de 17°C pour les
larves juste apres éclosion jusqu’a une température maintenue constante a 20°C du jour 25
jusqu’a la fin de I’expérimentation. Les larves ont été maintenues a 1’obscurité jusqu’au jour
4, par la suite ’intensité lumineuse a été augmentée progressivement depuis 10 lux au jour 4
jusqu’a 200 lux au jour 25, puis elle a été maintenue constante jusqu’a la fin de I’expérience.
Les larves ont étés nourries de fagon continue a 1’aide de distributeurs automatiques de
I’aliment. Les alevins sont en général commercialisés vers 1 a 2 g (aprés environ 4 mois

d’élevage depuis 1'éclosion)

l11.3. Analyses bactériologiques et biologie moléculaire

[11.3.1. Comptage des bactéries cultivables
111.3.1.1. Etalement sur milieu de culture et comptage des bactéries d’intérét

Vingt larves ont été prélevées en double a partir de chaque bac aux jours j18 et j45 durant la
premiere expérience et aux jours j20, j30 et j40 pour la deuxieme expérience. En conditions
stériles, les échantillons ont été ensuite immédiatement récupérés sur de la toile a plancton et
rincés 1’eau de mer stérile, puis broyés et homogénéisés dans une solution de Ringer. Apres
homogénéisation, les broyats des larves €taient étal€s sur différents milieux de culture afin de
quantifier spécifiquement la flore totale cultivable (Petrifilm PCA), la flore vibrionacée
(TCBS agar) et la flore lactique (MRS agar). Pour chaque échantillon, les étalements ont été
réalisés systématiquement en triplicats et a différentes dilutions afin d’obtenir 10 a 300
bactéries par boite. Les boites TCBS ont été incubées a la température ambiante du laboratoire
pendant 24 et 48 heures avant lecture, alors que les boites MRS étaient incubées pendant 48 h

a 30 °C. Quant aux Petrifilm PCA, elles étaient incubées a la température ambiante et la
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lecture était effectuée apres 72 heures. La prévalence et la charge bactérienne (microflore
totale, Vibrio et bactéries lactiques) ont été systématiquement déterminées en unités formant

des colonies (UFC) par 20 larves en tenant compte des dilutions réalisées.

l11.3.1.2. Analyse statistique des données de la charge bactérienne

Les valeurs moyennes de la charge bactérienne obtenues ont été transformées en log, puis

comparées deux a deux apres analyse de la variance univariée (ANOVA).

[11.3.2. Analyse de la diversité de la microflore bactérienne associée aux larves de bar par DGGE

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
111.3.2.1. Préparation de '’ADN et ADNc pour la DGGE

Pour étudier la structure communauté bactérienne des larves de bar, des prélevements ont été
faits dans les neuf bacs de la deuxieme expérience aux jours 20 et 30. A partir de chaque bac,
nous avons prélevé 20 larves qui ont été réparties en deux tubes Eppendorf a 2 mL contenant
chacun 10 larves. La premicre série de tubes a servi pour 1’extraction de I’ADN alors que la

deuxiéme a été préparée pour extraire I’ARN.

111.3.2.1.1. Extraction de ’ADN

Les échantillons ont été traités en suivant la méthode de Godon et al. (1997) avec quelques
modifications qui ont été décrites récemment par Gatesoupe et al. (2013). Les individus ont
été pris a partir d’une solution de RNAlater, et distribués dans des tubes Eppendorf de 2 mL
contenant 250 uL de tampon inhibiteur (4 M guanidine thiocyanate, 0,1 M de Tris pH=7,5)
puis ils ont été homogénéisés et incubés a 70 °C pendant 1 h dans un tampon d’extraction
contenant 40 pL de N-lauryl sarcosine (10%), 500 uL de N-lauryl-sarcosine (5%) et de 0,1 M
de tampon phosphate (pH=8). Apres refroidissement, les échantillons tissulaires ont été
broyés sous agitation au vortex durant 10 min en présence de 250 uL de billes de silice lavées
a ’acide et 15 mg de Polyvinylpolypyrrolidone pour enlever les inhibiteurs de la PCR. Le
culot, récupéré apres une centrifugation a 18000 g pendant 3 min, a été lavé trois fois avec
500 puL du tampon contenant 50 mM de Tris (pH=8), 20 mM d’EDTA (pH=8), 100 mM de
NaCl et 1% de polyvinylpolypyrrolidone). Les surnageants collectés ont été centrifugés a

nouveau a 18000 g pendant 3 min et divisé en deux. Apres addition de 1 mL d'isopropanol a
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chaque fraction de 1 mL et centrifugation a 18000 g pendant 90 min, les culots ont été remis
en suspension dans 225 uLL de 100 mM de tampon phosphate (pH==8), additionné de 25 pL de
5 M d’acétate de potassium. Une nouvelle centrifugation a été faite a 18000 g pendant 30 min.
Les surnageants de ces deux centrifugations ont été regroupés et incubés avec 2 uLL de RNase
(10 mg mL™") pendant 30 min a 37 °C. Ensuite, le culot d’ADN a été récupéré apres
précipitation en utilisant 1 mL d’éthanol absolu et 50 pL d’acétate de sodium (3 M) et une
centrifugation a 18000 g pendant 30 min. Enfin le culot a été lavé deux fois avec 1’éthanol
(75%), et une fois avec I’éthanol absolu par centrifugation durant 5 min, puis il a été séché et
remis dans 50 uL d'eau « Mili-Q » stérile. Par ailleurs, la pureté de I’ADN a été évaluée en
calculant le rapport entre 1’absorbance a 260 nm et celle a 280 nm. Un échantillon d’ADN est

considéré comme suffisamment pur lorsque ce rapport est compris entre 1,6 et 1,8.

111.3.2.1.2. Extraction de 'ARN

L’extraction des ARN totaux a partir des larves a été réalisée a 1’aide du TRIzol (Invitrogen),
solution commerciale contenant du phénol et de I’isothiocyanate de guanidine. Dans un
premier temps, les larves ont été homogénéisées dans 0,5 mL de TRIzol en présence des billes
en verre puis broyées par agitation a 1’aide d’un vortex pendant 5 min. Apres broyage, les
échantillons ont été laissés a température ambiante durant 5 min. Les lysats obtenus ont été
traités par 0,1 mL de chloroforme (0,2 mL par mL de TRIzol) puis agités manuellement
pendant 2 a 3 min a température ambiante. La phase organique — contenant les débris
tissulaires, les protéines et ’ADN — et la phase aqueuse contenant les ARN ont ensuite été
séparées par centrifugation a 4°C pendant 15 min a 12 000 g. La phase aqueuse a été
récupérée et les ARN ont été précipités par l'ajout de 0,5 mL d’isopropanol suivi d’une
incubation de 10 min a la température ambiante. Apres centrifugation a 18000 g et a 4°C
pendant 10 min, le culot d’ARN a été lavé avec de 1’éthanol 75%, séché et finalement
resuspendu dans de 1’eau traitée au DEPC (DiEthylPyroCarbonate; eau sans RNase). La
quantité d’ARN extrait a ensuite été déterminée en mesurant 1’absorbance a 260 nm (A260)
en sachant qu’une unité d’absorbance a 260 nm correspond a 40 ug d'ARN mL". La pureté de
I’ARN extrait a été estimée en faisant les rapports de 1’absorbance a 260 nm sur I’absorbance
mesurée a 280 nm (A260/A280). Ce rapport doit étre aux alentours de 2 (Imbeaud et coll.,
2005). L’ARN est ensuite conservé a -80°C.
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111.3.2.1.3. Synthese des ADNc par retrotranscription

Les brins d’ADN complémentaires (ADNCc) a I’ensemble des ARN totaux sont synthétisés par
transcription inverse a partir de 0,1 pg d’ARN totaux a l’aide du Quantitect Reverse
Transcription Kit (Qiagen) en suivant la procédure décrite par le fabricant. Dans une premiere
étape, les ARN sont purifiés par ¢limination de I’ADN génomique dans 14 pL d’un mélange
réactionnel constitué de 2 pL de tampon gDNA Wipeout 7X, 5 uL d’ARN et 7 uL d’eau
traitée au DEPC. Ce mélange réactionnel est incubé pendant 2 min a 42°C puis refroidi dans
la glace. La seconde étape consiste a synthétiser I’ADNc. La synthése s’opere par ajout aux
14 uL de mélange réactionnel de 1 pL de transcriptase inverse, 4 uL de tampon Quantiscript
4X et 1 pL du mélange d’amorces nucléotidiques et d’oligonucléotides dT (RT primer mix) et
incubation durant 15 min a 42°C. A la fin de la réaction de transcription inverse, une étape de
3 min a 95°C permet de dénaturer et donc d’inactiver la transcriptase inverse. Les ADNc sont
conservés a -20°C jusqu’a leur utilisation comme matrice pour la PCR DGGE et la PCR en

temps réel.

111.3.2.2. La DGGE pour I'analyse bactériologique de la flore bactérienne des larves de bar
111.3.2.2.1. Principe de la DGGE

Afin de caractériser la flore bactérienne de mélanges microbiens complexes, une des
techniques possibles est de combiner I’amplification de séquences et leur séparation par
¢lectrophorese. 1l s’agit de la PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis ; Muyzer
et al., 1993). Cette technique repose sur le fait que la stabilit¢ d’un fragment d’ADN dépend
de sa séquence nucléotidique. Selon la nature et I’enchainement des bases azotées, le double
brin d’ADN est plus ou moins stable. Il est donc possible de distinguer des fragments de
tailles identiques, mais de séquences différentes, en jouant sur la migration sur gel en
conditions dénaturantes comme l’augmentation de la concentration en agents dénaturants
(méthode DGGE). Le principe de la PCR-DGGE est de cibler des régions de taille identique
mais de séquences nucléotidiques différentes encadrées par de courtes séquences consensus
qui servent d’amorces pour Iamplification. Lors de I’électrophorese, la migration s’arréte
lorsque les doubles brins d’ADN se dénaturent par la contrainte physico-chimique engendrée
par le gradient urée-formamide présent dans le gel d’acrylamide. Le comportement vis-a-vis

de cette contrainte est directement corrélé aux interactions stabilisatrices de la double hélice
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qui s’établissent selon la nature et I’enchainement des bases azotées. Pratiquement, deux
solutions, I’une fortement et I’autre faiblement dénaturante, sont préparées séparément, en se
référant a un niveau de dénaturation de 100 %. Par exemple, 100 mL d’une solution fortement
dénaturante (80%) contiennent 15 mL de gel acrylamide a 40%, 33,6 g d’urée, 32 mL de
formamide, 2 mL de TAEx50, et de I’eau en quantité suffisante pour 100 ml. La solution
faiblement dénaturante contient les mémes proportions de gel acrylamide et de TAE, mais des
concentrations réduites d’urée et de formamide. Puis au moment de couler le gel, la solution
la moins dénaturante est progressivement mélangée a la solution la plus dénaturante, par un
systéme comprenant des vases communicants et une pompe péristaltique, de fagon a créer un
gradient dénaturant linéaire. L’ajout d’une séquence répétitive de bases guanine et cytosine
(GC clamp) sur I’extrémité 5 de I’une des amorces permet d’éviter la dénaturation totale des
produits PCR et donc leur €élution hors du gel (Myers et al., 1985). En fait, la dénaturation des
doubles brins d’ADN lors de la migration dans le gel d’acrylamide ne s’effectue pas en une
seule étape mais par fusions successives de petites régions, appelées domaines de fusion. Les
régions les moins stables se dénaturent le plus rapidement. Elles ouvrent localement le double
brin d’ADN ce qui fragilise les régions environnantes et modifie la conformation de la
molécule. Des séquences différentes de fragments d’ADN qui ont des domaines de fusion
avec des Tm « locaux » différents, mais un Tm « global » identique, ont des distances de
migration différentes. L’alternance des domaines de fusion stables et des domaines de fusion
plus flexibles est une propriété déterminante des séquences ciblées en DGGE (Shopek et al.,

1999).

Outre la dénaturation imposée par le gradient de formamide et d’urée, la contrainte de
migration est également treés importante. Elle est représentée par le couple voltage appliqué a
la durée de migration; la température du bain de migration étant également un parametre
important. Cette incubation a haute température joue un role prépondérant dans le pouvoir
séparatif du gel. Bien que les raisons de ce phénomene ne soient pas encore déterminées, il
semblerait que des diffusions internes du gradient dénaturant interviennent dans le gel a la

suite de sa polymérisation (Sigler et al., 2004).

A la fin de la migration, la révélation d’un gel d’acrylamide de DGGE se fait sous UV apres

marquage de I’ADN au SYBR Green.
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Concernant 1’étude des bactéries, les régions du chromosome couramment ciblées sont les
régions V1 (Cocolin et al., 2004), V3 (Masco et al., 2005), V6 et V8 (Lopez et al., 2003) du

gene de I’ARNr 16S. Dans notre travail, nous avons étudié la région de géne V6-V8.

l11.3.2.2.2. PCR-DGGE

Dans notre étude, les PCR-DGGE ont été réalisées a partir des extractions d’ADN total des
larves et de I’ADN complémentaire (ADNCc), obtenu par transcription inverse de I’ARN total.
L’ADN bactérien d’une région variable V6-V8 de I’ARNr 16S a été amplifiée par PCR en
utilisant les amorces Bact 968-GC-f (CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG
GGG GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAA CCT TAC; Nubel et al. 1996) et Bact 1401-r
(CGG TGT GTA CAA GAC CC). Le mélange réactionnel de PCR pour un échantillon était
composé de 2,5 uL. du tampon de PCR 10x, de 1 uL. de MgCl, a 2 mM, de 0,3 uL. du mélange
de nucléotides (ANTPs) a 20 mM, de 0,5 uL. de chacune des amorces sens et anti-sens a 20
uM, de 0,13 pL de Taq DNA polymérase 4 5 U pL™" , de 5 pL d’ADN génomique a 50 ng pL°
!, et de I’eau sans DNase en quantité suffisante pour un volume réactionnel total de 25 pL.
Pour les souches de bactéries pures utilisées comme marqueurs, 5 ng d’ADN ont été ajoutés
au mix de PCR. Les cycles de PCR ont été réalisés avec un thermocycleur TC-512 (Techne).
Apres incubation initiale a 94 ° C pendant 5 min, une étape de « touchdown » a été appliquée
sur les 10 premiers cycles en diminuant régulierement la température d’hybridation de 65 a
52°C, puis la température d’hybridation a ét€ maintenue a 52°C pendant les 20 derniers cycles
(dénaturation a 94°C pendant 1 min; hybridation pendant 2 min; élongation a 72°C pendant 2

min) et une étape finale d’élongation de 10 min a 72°C (Gatesoupe et al., 2013).

Les produits de PCR ont ensuite été visualisés apres électrophorese sur gel d’agarose a 1,5%
dans du tampon TAE (Tris 0.4 M, Acétate 0.2 M, EDTA 10 mM) contenant du bromure
d’ethidium (BET) a 0,5 pg.mL™" et quantifiés a I’aide d’un marqueur moléculaire de 100 pb.
Les DGGE ont ensuite été réalisées a 1’aide du Dcode Universal Mutation Detection System

(Bio-Rad).

L’¢lectrophorese a été réalisée a partir un gel (16 cm x 16 cm x 1.5 mm) contenant : une
solution de polyacrylamide (acrylamide/ bis-acrylamide 37,5 : 1) a 8 %, un gradient linéaire

de produits dénaturants de 60%-35%. Le TEMED ((N,N,N',N' —tetraméthylenediamine ; 0,05
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%, v/v) et I’7ammonium persulfate (0,05 %, v/v) sont ajoutés dans la solution pour favoriser la
polymérisation. Chaque puits du gel d’acrylamide a été chargé avec 25 pL de produit de la
PCR, préalablement additionné de tampon de charge constitué de glycérol, de TE et de bleu
de bromophénol. Un marqueur de position de bandes a été déposé dans chaque extrémité du
gel dans le but de pouvoir repérer la position des souches probiotiques par rapport aux unités
taxonomiques naturellement présentes. Ce marqueur était composé de 2 échantillons de
produits de PCR obtenus a partir de I’ADN de cultures pures de Lactobacillus casei X2 (L) et

de Pediococcus acidilactici (P).

La séparation des bandes a été réalisée pendant 18 h a 60°C et a 80 V dans un tampon TAE
1X (20 mM Tris acétate pH=7.4, 10 mM acétate de sodium, 0.5 mM Na,- EDTA). Le gel a
été ensuite trempé pendant 30 min dans une solution de SYBR Green dans du TAE 1X (0.1
uL mL'; Sigma) avant d’étre rincé pendant 15 min dans du tampon TAE 1X. La visualisation
du gel a ¢été effectuée a I’aide d’un scanner Typhoon 9400 (Amersham) et les images ont été
analysées avec le logiciel GelCompar® software (version 6.1, Applied Maths). La présence
ou absence d’une bande, définie comme une unité taxonomique opérationnelle (Operational
Taxonomic Unit, OTU), a été notée pour chaque échantillon. L’abondance relative des unités
taxonomiques a ¢t¢ évaluée en comparant 1’intensité de fluorescence détectée pour chaque

bande dans le méme échantillon.

111.3.2.2.4. Analyse statistique des données numériques

L’analyse de dissimilitude des profils bactériens obtenus pour chaque échantillon a été
effectuée a I’aide du logiciel PAST (Hammer et al., 2001), ainsi que la comparaison des

indices de diversité.

N

Les principales bandes dominantes ont été classées en fonction de leur contribution a la

dissemblance en utilisant le test de SIMPER (SIMilarity PERcentage ; Clarke, 1993).

L’analyse de la similarité des profils de la communauté bactérienne (BCPs) a été étudiée entre
les neuf bacs dans les deux dates de prélevements en comparant les indices de Bray Curtis
avec un test non-paramétrique ANOSIM (SIMilarity PERcentage ; Clarke, 1993). Ce test
compare la dissimilarité entre groupes avec la dissimilarité a I’intérieur de chaque groupe. La

valeur de R donnée par le test statistique indique I’importance de la différence (R est compris
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entre 0 et 1 et plus R est élevé moins les groupes sont différents) et la valeur de p indique le

seuil de significativité de cette différence.

111.3.2.2.5. Récupération des bandes d’ADN apres l'électrophorése

Apres DGGE, les bandes correspondant aux unités taxonomiques opérationnelles ont été
traitées suivant la méthode décrite récemment par (Silva et al., 2011). Les fragments d’ADN
d’intérét ont été¢ extraits du gel d’acrylamide en découpant le gel sous UV a I’aide d’un
ustensile adapté (X-Tracta Gel Extraction Tool). Puis le bloc d’acrylamide contenant I’ADN a
¢été¢ placé dans 200 puL. d’eau milli-Q et stocké a 4°C pendant une nuit pour permettre la
diffusion de I’ADN dans 1’eau. Les solutions d’ADN ainsi récupérées ont été utilisées comme
matrice (2 pL) pour une nouvelle PCR similaire a la PCR initiale (PCR-DGGE). Puis une
nouvelle DGGE a été réalisée afin de s’assurer que la bande excisée correspondait bien a la
bande d’intérét. Une nouvelle excision a été ensuite pratiquée de la méme maniere pour une
derniere PCR, effectuée cette fois avec des amorces ne possédant pas de GC-clamp. Apres
confirmation de la ré-amplification, les produits de PCR ont été purifiés sur colonne en
utilisant le kit GenEluteTM selon les instructions du fabricant (Sigma) et envoyés pour
séquencage par la société MilleGen Biotechnologies (Labege, France). Les séquences
nucléotidiques ainsi obtenues ont été¢ analysées a I’aide du logiciel BioEdit (Hall, 1999) et

comparées a 1’aide du logiciel BLAST de la banque de données en ligne NCBI.

IV. Influence de P. acidilactici et La. casei sur le poids et la croissance des

larves de bar

IV.1. Mesure de la croissance et du poids

Au cours des expérimentations visant a évaluer 1’effet du probiotique sur la croissance et le
poids des larves de bar, des prélevements ont été faits a partir des bacs expérimentaux aux
jours 22, 30, 45 lors de la premiere expérience et aux jours 20, 40 et 62 pour la deuxieéme
expérience. La mesure de la croissance et du poids des larves a été estimée a partir de 20

individus prélevés au hasard dans chaque bac a la fin de I’expérimentation.
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IV.2. Analyse statistique des données

Les valeurs moyennes de la croissance (en longueur et poids) des larves ont été comparées a
I’aide du test Kruskal-Wallis, suivi du test a posteriori de Dunn, lorsque les valeurs des
moyennes ne suivaient pas la loi normale ou que les variances n’étaient pas égales. Lorsque la
normalité¢ des moyennes ainsi que 1’égalité des variances étaient vérifiées, nous avons utilisé
le test ANOVA (analyse de la variance a un facteur et a plusieurs facteurs apres

transformation en log des valeurs) suivie du test de Tukey (Sokal et Rohlf, 2001).

V. Etude par PCR quantitative en temps réel de I'effet de deux bactéries (P.

acidilactici et La. casei) sur le systeme immunitaire des larves de bar

V.1. Prélevements des larves pour la PCR quantitative et extraction des ARN
totaux

Les prélevements de la deuxieme expérience ont été réalisés en triplicats aux jours 20 et 41 a
partir des neuf bacs d’élevage (3 bacs par traitement correspondant a 1’aliment sans
probiotique, a I’aliment avec P. acidilactici, ou a I’aliment avec La. casei). Environ 200 a 350
mg de poids de larves ont été répartis dans des tubes Eppendorf contenant 2 mL de TRIzol.

Les échantillons ont été par la suite conservés a (-80°C).

Le protocole d’extraction des ARN totaux de larves est similaire a celui utilisé pour la flore
bactérienne et décrit précédemment (voir IIL.3.2.1.2.). Seule la phase de broyage des
échantillons differe. Ici, les larves sont broyées au Polytron® PT2100 (Polytron Bioblock®)
dans 2 mL de TRIzol.

La quantification et la pureté des ARN totaux extraits a partir de larves ont été évaluées

conformément a ce qui a été décrit précédemment (II1.3.2.1.2.).

De méme, la rétrotranscription des ARN en ADNc a été effectuée en suivant le protocole basé
sur I'utilisation du kit « Quantitect Reverse Transcription » (QIAGEN) décrit en I11.3.2.1.2.1.
Des prises d’essais de 0,2 pg d’ARN totaux ont été utilis€ées pour chaque échantillon de

larves.
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V.2. La PCR quantitative en temps réel

V.2.1. Principe de la PCR en temps réel

La PCR en temps réel est une technologie alliant efficacité et rapidité. La réaction
d’amplification de la séquence d’ADN cible grace a des amorces (ou primers) spécifiques suit
les mémes étapes qu’en PCR classique (dénaturation, hybridation, extension). Elle implique la
détection et la quantification d’un produit d’amplification fluorescent dont I’émission est
directement proportionnelle a la quantité d’amplicons produits pendant la réaction de PCR. En
mesurant I’intensité de la fluorescence émise a chaque cycle d’amplification, il devient alors
possible de suivre la réaction de PCR durant sa phase exponentielle. Il y a deux manieres
générales de détecter quantitativement les amplicons ; par les agents liant ’ADN double brin
(SYBRgreen) et les sondes fluorescentes spécifiques de la séquence cible amplifiée (Bustin,
2000). Nous avons utilisé la technologie du SYBR Green, agent intercalant des bases de

I’ADN, qui émet de la fluorescence lorsqu’il se lie a ’ADN double brin (Figure 5).
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Figure 5. Utilisation du SYBR Green I en PCR en temps réel. Le SYBR Green I est un agent
intercalant, dont 1’émission de fluorescence augmente lorsqu’il se lie de fagon non spécifique
a ’ADN double brin. Au cours de la phase d’¢longation de chaque cycle d’amplification,
I’intensité du signal fluorescent augmente, suite a la fixation, au double brin d’ADN naissant,
d’un nombre croissant de molécules de SYBR Green I au fur et 2 mesure de la progression de

I’ADN polymérase.

Les valeurs de fluorescence sont enregistrées au cours de chaque cycle et sont corrélées a la
quantité d’amplicons produits a un instant donné. Le principe de la quantification par PCR
repose sur la détermination, pour chaque échantillon, du nombre de cycle nécessaire afin
d’atteindre un seuil de fluorescence fixé (I€égérement supérieur au bruit de fond). Plus il y a
de matrices a amplifier (ADNc donc ARN du gene analysé€) au départ de la réaction PCR,
moins élevé sera le nombre de cycle requis pour atteindre ce seuil. Ce nombre de cycle
déterminé pour chaque échantillon est appelé Ct «cycle threshold » et devra toujours étre

dans la phase exponentielle d’amplification (Figure 6).

Les quantités relatives d’un ARN messager dans deux échantillons est donc appréhendée a
partir de la différence de Ct (ou delta de Ct) obtenus entre les deux échantillons. En sachant
que la quantité d’ADN synthétisée double a chaque cycle de PCR (si ’efficacité de PCR est

de 100%), la différence de quantité relative de messagers entre deux €chantillons A et B est
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égale a : 2““®) Afin de s’affranchir des biais liés a la différence de quantité de matrice
entre échantillons, ce delta de Ct obtenu pour le géne d’intérét sera corrigé par le delta de Ct
d’un geéne de référence (housekeeping gene) dont le niveau d’expression n’est pas supposé
fluctuer entre nos échantillons. Dans notre cas, le gene EF1 (Elongation Factor 1) a été utilisé

comme gene de référence.
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Figure 6. Principe de la quantification par PCR en temps réel. Pour chaque échantillon testé,
une valeur CT «cycle threshold » est déterminée; elle correspond au nombre de cycles de
PCR nécessaires pour que la fluorescence atteigne un niveau seuil, statistiquement et
significativement plus élevé que le bruit de fond (ligne de base). Plus la quantité de matrice
cible initialement présente dans I’échantillon a tester est importante, moins la valeur du CT est

élevée.
V.2.2. Quantification des transcrits des genes d'intérét
V.2.2.1. Amoreces utilisées

La détermination des amorces spécifiques a chaque ARN d’intérét a été effectuée a partir des

séquences d’ADNc  obtenues dans la  banque de données GENBANK

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et SIGENAE (http://www.sigenae.org/) (Tableau 5).
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Tableau 5. Séquences sens et anti-sens des amorces spécifiques a chaque gene étudié par

qPCR.

Nom du gene

Numéro d’acces

Séquences sens et anti-sens

F: GTTGGAGACCTGGGAGATGT

SOD FJ860004

R: CTCCTCATTGCCTCCTTTTC

F: ATGGTGTGGGACTTCTGGAG
CAT FJ860003

R: AGTGGAACTTGCAGTAGAAACG

F: AGTTAATCCGGAATTCGTGAGA
GPX FMO013606.1

R: TGAGTGTAGTCCCTGGTTGTTG

F: ATGGACACGCAGGGAATCATTG
OSTEO AY663813

R: TGAGCCATGTGTGGTTTGGCTT

F: CCATCCTGACCATCGAAGAC
HSP70 AY423555

R: GTTCTCTTGGCCCTCTCACA

F: GAAATGCAACATGAGCGAGA
IL1B AJ269472.p.dL.5

R: CTCATTGTCAGTGGGTGGTG

F: GCTTCGAGGAAATCACCAAG
Ef1 (gene de référence) | AJ866727

R: CAACCTTCCATCCCTTGAAC

V.2.2.2. Vérification de l'efficacité

Comme indiqué précédemment, la condition nécessaire a la quantification relative des

transcrits sur la base de la détermination des Ct repose sur le fait que les cinétiques

d’amplification soient exponentielles ; la quantité d’ADN produit par amplification devant en

théorie doubler a chaque cycle (efficacité proche de 100%). Afin de vérifier cette condition,

au préalable a 1’analyse séparée des échantillons, I’efficacité de la réaction de qPCR est testée

pour chaque couple d’amorces sur un pool d’échantillons dilué a différentes concentrations.

Cette étape consiste a vérifier la relation entre le nombre de cycles (Ct) nécessaire pour que le
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signal de fluorescence atteigne une valeur seuil et le logarithme de la concentration en ADN
matrice. Dans notre cas, le pool a consisté a mélanger un aliquote des échantillons a 20 et j41
et les six dilutions utilisées ont été : 1/5, 1/20, 1/80, 1/320, 1/1280 et 1/5120). A partir de la
pente obtenue (Ct en fonction LoglO[C]), le logiciel utilisé est capable d’en déduire
I’efficacité (E) de la réaction ; Une pente proche de «-3,32 » correspondant a une efficacité
proche de 100%. La figure 7 illustre les analyses d’efficacité réalisées sur 4 geénes. Par
ailleurs, cette premicre analyse d’efficacité permet de déterminer la dilution moyenne qui sera
utilisée pour analyser chaque échantillon ; cette dilution devant se trouver au milieu des
bornes de la gamme de concentrations permettant une efficacité de 100%, et devant
correspondre a des Ct moyens inferieurs a 30. Dans notre étude, la dilution 1/50 a été fixée

suite a nos analyses d’efficacité.
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PCR Standard Curve : Data 2010-05-06 1530.opd

72



MATERIELS ET METHODES

Figure 7. Analyse d’efficacité¢ de qPCR sur 4 geénes d’intérét (SYBR=EF1, SYBR1=HSP70,
SYBR2=SOD et SYBR3=CAT). Les efficacités mesurées (proche de 100%) confirment le
caractere exponentiel des réactions de qPCR réalisées dans nos conditions expérimentales

(protocole d’amplification et qualité¢ des amorces).

V.2.2.3. Protocole d’amplification

Les réactions de PCR en temps réel sont réalisées dans un appareil MyiQ Cycler BIORAD
iQ™. L appareil permet de suivre 96 réactions d’amplification grace a ’utilisation de plaque
96 puits. Pour chacun des genes étudiés, chaque échantillon a été analysé en triplicat. Le
programme d’amplification est le suivant : 10 min a 95°C (dénaturation) suivi de 40 cycles de
15 s a2 95°C puis 1 min a 60°C (hybridation et élongation). Le mélange réactionnel de 15uL
est composé de : 5 uL d’ADNc a 0.2 ng/uL, de 7,5 pL de Mix SYBR Green, 1,5 pL de I’eau

stérile et de 0,5 pL d’amorces sens et antisens a 10 uM.

Le premier couple d’amorce utilis¢ est celui permettant de quantifier les niveaux de transcrits
codant le géne EF1 dans chaque échantillon. La variabilité des Ct obtenus entre échantillons
permet de déterminer si ce gene peut €tre effectivement utilis€ comme référence. Un
coefficient de variation (CV) de Ct inférieur a 5% est gage d’une relative stabilité. Dans notre

cas, le CV était bien inférieur a 5% et le gene EF1 a donc été utilisé comme référence.

Par ailleurs, afin de s’affranchir de biais «interplaque » liés au fait que le nombre
d’échantillons analysés nécessite, pour un gene, de comparer des valeurs de Ct obtenus sur
des plaques différentes, un calibrateur est analysé sur chaque plaque. Ce calibrateur est un
échantillon commun a toutes les plaques; traditionnellement, nous utilisons un pool
d’échantillons comme calibrateur. Les différences de valeurs de Ct obtenues entre plaques

pour le calibrateur permet au logiciel de corriger 1’effet interplaque.

V.2.2.4. Analyses statistiques des données qPCR

Les résultats de I’expression des genes par rapport a EF1 sont présentés sous forme de
moyennes (£SD). Ils ont été analysés par ANOVA et le test de comparaison multiple de
Student-Newman-Keuls a été utilisé pour déterminer le niveau de signification statistique

(p=0,05) des différences observées.
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VI. Etude de l'effet de deux bactéries (P. acidilactici et La. casei) sur

I'histopathologie des larves de bar

VI.1. Etudes morphologiques et morphométriques

Les développements squelettiques et chondro-osseuses ont été évalués dans un total de 103
larves prélevées lors de la deuxieme expérience. Dans chaque traitement 16 individus ont été
prélevés aux jours 41 et 62 apres éclosion. Les structures cartilagineuses et osseuses ont été
révélées en utilisant la technique de double coloration au bleu alcian (80% d’alcool 95° +
20% d’acide acétique glacial + bleu alcian jusqu'a couleur soutenue) et au rouge alizarine
(KOH 1% + alizarine jusqu’a coloration rouge ; Darias et al., 2010). Les éléments
cartilagineux prennent une coloration bleue, tandis que les structures osseuses deviennent

rouges.

Les larves ont été fixées pendant 24 heures dans une solution composée de 4% du tampon de
la formaline (pH 7) et du tampon phosphate (0.1M) puis lavées deux fois dans 1’eau distillée
durant 5 min. Ensuite elles ont été colorées dans le bleu alcian (Sigma). Puis les échantillons
ont été déshydratés dans une solution d’éthanol a 1% KOH pendant 3 min. Apres
réhydratation, les larves ont ét€é remises dans une solution de blanchiment contenant (1
volume 3% H,0, and 9 volumes 1% KOH) pendant 30 a 60 min et rincées par incubation
durant 20 heures dans 30% de sodium borate et 1g de trypsine (Sigma). Enfin les structures
osseuses ont été colorées au rouge alizarine (Sigma) durant 20 heures, et les échantillons ont
été baignés dans des solutions de concentration croissante de glycérol 1 % KOH et conservés

dans du glycérol a 100%.

Les caractéristiques histopathologiques, notamment 1’inflammation, ont été évaluées sur 20
larves prélevées dans chaque traitement. Les préparations et les étapes de sectionnement des
tissus ont été effectuées selon la méthode de Spitsbergen et al. (2000), adaptée au laboratoire
ONIRIS (Nantes) par Thibault Larcher et Mireille Ledevin. Le protocole d’histologie utilisé

comprend plusieurs étapes :

1- Les poissons sont euthanasiés avec de la benzocaine, et leur vessie natatoire est percée,

puis ils sont directement stockés dans du formol 4 % et conservés a 4°C.

2- Déshydratation progressive par des solutions croissantes éthanol, jusqu’a arriver a I’alcool
absolu.
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3- Une étape d’éclaircissement avec du méthylcyclohexane (MCH) est nécessaire car la

paraffine n’est pas miscible avec 1’éthanol.

4- Imprégnation en paraffine liquide, puis solidification optimale a -5°C (ces étapes sont faites

par un automate d’inclusion Tissu Tek VIP 3000).

5- Inclusion des pieces imprégnées de paraffine dans un bloc de paraffine pour permettre de

faire des coupes au microtome (cette étape est réalisée a 1’aide d’un automate Tissu Tek 5).

6- Adéquation du nombre de blocs avec la demande technique. Une étape de décalcification
des blocs est faite pendant 1 min, ce qui permet de faire 3 coupes de 15 um sans abimer les

organes et les tissus.
7- Coupes avec un microtome rotatif a mouvement vertical.
8- Etalement des coupes sur lames.

9- Vérification des numéros de coupes histologiques et de la correspondance des images de la

coupe et du bloc
10- Séchage des coupes sur lames maximum 12 h a I’étuve a 37°C
11-Déparaffinage et réhydratation (MCH-solutions d’alcool 100 %, 80 %, eau courante).

12- Coloration des noyaux pendant 2 min avec I’hématoxyline de Gill II, lavage a I’eau puis

au HCI (quelques secondes) et enfin un autre lavage a 1’eau (couleur rose).
13- Coloration des noyaux dans le carbonate de lithium (couleur bleue), lavage a I’eau.
14- Coloration des cytoplasmes dans de I’Eosine-Erythrosine (2 min), lavage a 1’eau.

15-Déshydratation, puis coloration dans du safran alcoolique. Ringage a 1’alcool, et montage

en milieu anhydre.
16- Contrdle de la qualité des lames.

17- Lecture de la lame par pathologiste.

VI.2. Analyse des images

Les larves colorées ont été placées dans des boites de Pétri contenant du glycérol et leur
image a été numérisée avec une caméra Epson. Les résultats ont été rassemblés et analysés

statistiquement. La taille individuelle, les surfaces correspondant au cartilage et osseuse des

75



MATERIELS ET METHODES

larves ont été¢ visualisées et quantifiées a l'aide de 1’image informatisée par le logiciel

d’analyse IMAQ Vision Builder (National Instruments, Austin, TX).

VI.3. Analyse statistique des données histologiques

Les niveaux moyens de stades de la minéralisation ont été comparés entre les régimes aux
jours 41 et 62 avec le test de Kruskal-Wallis suivi par le test de Dunn. Les observations
anatomopathologiques ont été classées en termes de taux d'incidence puis elles ont été
comparées entre les régimes avec le test de x2 ou le test de Fisher lorsque les bacs contiennent

moins de cinq individus.
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CHAPITRE I : SELECTION ET CARACTERISATION
DES BACTERIES LACTIQUES A EFFET ANTI-VIBRIO

I. Isolement et identification des souches de Vibrio par PCR Multiplexe

A I’aide des Api 20E, nous avons pu isoler a partir des larves de bar et de daurade 10 souches
de V. alginolyticus et 5 souches de V. parahaemolyticus (Tableau 6). Les colonies de V.
parahaemolyticus sont de couleurs vertes sur gélose TCBS alors que celles de V. alginolyticus
sont jaunes. La PCR Multiplexe appliquée sur les 15 isolats et les souches de Vibrio de
référence (El1, E2 et E3), utilisées comme témoin positif, confirme [’identification
phénotypique par les API 20E. En effet, trois isolats (55j, 32j et 30j) ont été identifiés comme
V. alginolyticus avec les procédures conventionnelles et ils ont produit une bande de 737 pb,
alors que les souches (30v, 53v et 12pv) présentant un amplicon de 271 pb correspondaient a
I’espéce V. parahaemolyticus (Figure 8). Les geénes ainsi amplifiés sont caractéristiques de

chacune des deux especes selon Di Pinto et al. (2005).

M T E1 E3 55j32j30) M T E2 30v 53v12pv

700 pb ,’
600 pb 'h; — - p—
300 pb 1

100 pb —

Figure 8. Migration sur gel d’agarose (1%) des produits de la PCR multiplexe obtenus apres
amplification de I’ADN de différents isolats. M : Marqueur (100 pb) ; T : Controle négatif :
El, E3, 55j, 32j et 305 : souches de V. alginlolyticus ; E2, 30v, 53v et 12pv : souches de V.

parahaemolyticus.
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Tableau 6. Identification biochimique par (API 20E) des souches de Vibrio a partir des larves de bar.

Biotype (API Identification biochimique

Origine des souches isolées Références
20E) (API 20E)

Larve de bar (Brest, France) Vpl 7076744 Vibrio parahaemolyticus
Larve de bar (Brest, France) 30v 7277644 Vibrio parahaemolyticus
Larve de bar (Brest, France) Vp5 7076744 Vibrio parahaemolyticus
Larve de bar (Hergla, Tunisie) 53v 7277644 Vibrio parahaemolyticus
Larve de la daurade Tunisie (Hergla) 12pv 7277644 Vibrio parahaemolyticus
Larve de bar (Brest, France) Val 7754444 Vibrio alginolyticus
Larve de bar (Brest, France) 55j 7456744 Vibrio alginolyticus
Larve de bar (Brest, France) Va3 7435544 Vibrio alginolyticus
Larve de bar (Hergla, Tunisie) S40 7454744 Vibrio alginolyticus
Larve de bar (Hergla, Tunisie) 32j 7434644 Vibrio alginolyticus
Larve de daurade (Hergla, Tunisie) S30 7456744 Vibrio alginolyticus
Larve de daurade (Hergla, Tunisie) S33 7435544 Vibrio alginolyticus
Larve de daurade (Hergla, Tunisie) 30j 7435544 Vibrio alginolyticus
Larve de bar (Hergla, Tunisie) S20 7434644 Vibrio alginolyticus
Larve de bar (Hergla, Tunisie) S18 7456744 Vibrio alginolyticus

I1. Sélection des bactéries lactiques a effet antagoniste contre les Vibrio

Nous avons testé les bactéries lactiques isolées a Brest pour leur pouvoir antibactérien contre
les souches de Vibrio de référence V. alginolyticus E3 (ATCC 17749), V. alginolyticus
El (ATCC 33787) et V. parahaemolyticus E2 (ATCC 17802), ainsi que contre d’autres
souches de ces deux especes, identifiées par PCR Multiplexe. Parmi 55 souches des bactéries
lactiques, nous avons trouvé 15 souches qui ont un effet antagoniste variable en fonction de la
souche indicatrice (13-14 mm). La souche TGO présente une zone d’inhibition trés faible
alors que le pH de son surnageant est 1égerement plus élevé que celui des autres souches
(pH=4,48) (Tableau 7).
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Tableau 7. Test d’antagonisme des bactéries lactiques contre les Vibrio (zone d’inhibition en mm).

Bactéries pH de Test d’antagonisme contre les Vibrio isolés et les Vibrio de référence (diametre de la zone d'inhibition en mm * SD)

lactiques dii?;f;?igs Vibrio alginolyticus Vibrio parahaemolyticus Diametre
lactiques El E3 55 32 30j E2 30v 53v 12pv moyen

X6 4 146+05 140+£00 143+£05 123+£05 13.0x0.5 126 £0.5 14.6 £0.5 15.0£1.0 12.6 £0.5 13.7+£1.0
X4 3.96 140+£0.0 13.6+05 150+£00 143+£05 14.6+0.5 13.3+£0.5 13.0+0.0 17.0 £1.0 13.6 £0.5 14.0+0.6
X2 3.93 140+£0.0 146+£05 143+£05 133+£05 14.6+£05 13.6 £0.5 13.3+£0.5 15.0+0.0 13.6 £0.5 143+1.2
032 3.94 143+£05 140+£00 13.0+£00 133+£05 13.0+0.5 13.0+ 1.0 13.6 £ 0.5 14.6 £ 0.5 13.3+0.5 13.6 £0.6
BR51 3.97 150+£1.0 140+£00 13.0£1.0 133+£05 12.6=%0.5 13.0+ 1.0 12.6 £0.5 14.6 £ 0.5 120+ 1.0 13.3+£1.0
X5 4.07 146+05 13.6+05 14.6+05 133+£05 13305 12.6 £0.5 14.6 £ 0.5 156+1.1 12.6 £0.5 139+1.0
F2P 3.97 150+£0.0 13.6+£05 140+x1.0 120+x1.0 12610 13.6 £0.5 13.3+0.5 156 £1.1 126 £0.5 13.6+1.2
B3P 4.27 153+£05 133+£05 150+£00 140+£1.0 13.6%x1.0 13.3+0.5 14.0+1.0 15.0+1.0 123 +0.5 14.0+1.0
B31 4.13 15605 133+05 143+£05 133+05 13.0x£0.5 13.3+0.5 13.3+0.5 143 +0.5 12.0+1.0 13.6+1.0
BR743 3.91 140+£0.0 13.6+x0.5 143+05 143+05 14.6+£0.5 13.3+0.5 140+ 1.0 15.3+0.5 13.3+0.5 14.1 £0.6
BR611 4.02 103+0.5 106+0.5 153+0.5 126+05 13.0+£0.5 9.3+0.5 14.6 £0.5 170+ 1.0 13.0+ 1.0 129+2.5
611 3.88 140+0.0 140+0.0 150+1.0 146+05 14.6+£0.5 13.3+0.5 150+ 1.0 156+ 1.1 13.6 £ 0.5 144 +£0.7
XIG 3.9 14605 13.6+05 140+£1.0 12305 123+0.5 13.0+0.0 143 +0.5 16.0+ 1.0 13.0 £0.0 13.7+1.2
BXI 4.03 15605 13.6+05 150+£00 14.0+£1.0 133+£1.0 13.0+0.0 143 +1.1 15.0+1.0 12.0+ 1.0 14.0+1.1
TGO 4.48 153+05 133+05 10.6+£0.5 83+0.5 8.3+0.5 13.0+0.0 8.6+0.5 8.3+0.5 8.3+0.5 104 £2.7
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III. Test de caractérisation biochimique, enzymatique et physiologique des

bactéries lactiques a effet anti-Vibrio

Les 15 bactéries lactiques ayant un effet anti-Vibrio sont immobiles, asporulées, Gram

positives, catalase négatives, indole négatives et oxydase négatives (Tableau 8).

lll.1. Activités enzymatiques

La production des enzymes: lipase, cas€inase, amylase, l1écithinase et hémolysine a été révélée
par I’apparition d’un halo-clair autour de la colonie ou de la strie d’ensemencement. L’étude
des caracteres enzymatiques des bactéries lactiques sur milieu gélosé, a montré qu’aucune des
souches n’était hémolytique. Toutes ces souches excrétent de la caséinase, mais aucune des

autres des enzymes testées (Tableau 8).

Concernant les caracteres enzymatiques étudi€s par les galeries Api ZYM (Tableau 9), nous
avons observé que toutes les souches testées produisaient la phosphatase alcaline, la leucine
arylamidase, la valine arylamidase, la phosphatase acide, le naphtol phosphohydrolase, la -
galactosidase, 1’alpha-glucosidase et la B-glucosidase. Cependant elles n’excrétent pas la
lipase (C14), la trypsine et I’alpha-mannosidase. La production des autres enzymes est

variable selon la souche.

La caractérisation enzymatique des 15 souches bactériennes a été basée sur 19 caracteres. Les
résultats des profils enzymatiques des isolats sur API ZYM ont été traités par UPGMA, le
dendrogramme correspondant est représenté sur la figure 9. Les caracteres les plus
discriminants de cette analyse ont été groupés selon I’indice de Bray-Curtis. A 80 % de
niveau de similitude, les souches sont réparties en deux groupes principaux, tandis que la

souche TGO est apparue tres dissimilaire de ces deux groupes.
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Figure 9. Dendrogramme de similarité entre les profils API ZYM des bactéries lactiques

(méthode UPGMA selon I’indice de Bray-Curtis).

11l.2. Test de tolérance a la salinité
Les résultats obtenus montrent que toutes les souches sont halotolérantes et supportent des
concentrations en NaCl allant jusqu’a 60 g L, sauf la souche TGO qui ne peut pas croitre 2

une concentration de 6% de NaCl, mais tolére une salinité équivalente a celle de 1’eau de mer

(Tableau 8).
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Tableau 8. Caractérisation biochimique des bactéries lactiques potentiellement probiotiques.

Bactéries
potentiellement BR51 B31 BXI TGO B3P F2P XIG X6 X5 BR611 032 X2 BR743 611 X4
probiotiques

Gram + + + + + + + o+ + + + + + + +

Catalase - - - - - - - - - - - - - - -

Oxidase - - - - - - - - - - - - - - -

Mobilité - - - - - - - - - - - - - - -

Formation de
spores

Indole - - - - - - - - - - - - - - -

NaCl 2%

+ +
NaCl 3% + +
NaCl 6% + +

Amylase - - - - - - - - - - - - - - -

Caséinase + + + + + + + + + + + + + + +

Lipase - - - - - - - - - - - - - - -

Lécithinase - - - - - - - - - - - - - - -

Hémolysine - - - - - - - - - - - - - - -

82



RESULTATS

83



RESULTATS

Tableau 9. Caracteres enzymatiques des bactéries potentiellement probiotiques étudiés sur galerie Api ZYM (Bio-Mérieux).

Enzymes -

v ¥ 2 £ o5 & g Zﬁ 5 s g2 I s w Ez o

22 & % % fF fz30 F § ¥ Tz 5§ £ E % % ¢& E %

= kE 2¢ - 28 25 22 %z 8 E % B g 5§ ¢ ¢ 22 &8 ¢
. - 5§ % ¢ & & % % gr °
Bactéries
B31 2 1 1 0 5 5 1 0 0 4 2 2 5 0 5 5 5 0 0
611 2 1 0 0 5 5 3 0 0 5 3 0 5 0 5 4 5 0 0
X2 1 2 1 0 5 5 4 0 4 5 4 0 5 0 5 5 1 0 1
F2p 2 2 2 0 5 5 4 0 3 5 5 2 5 3 5 4 0 0 1
BR611 2 1 1 0 5 5 4 0 0 5 4 0 5 0 5 5 5 0 0
X6 1 1 1 0 5 5 3 0 3 4 4 0 5 0 5 4 3 0 2
032 3 3 3 0 5 5 4 0 3 5 4 0 5 0 5 4 1 0 2
BXI 3 0 0 0 5 4 0 0 0 5 3 4 5 0 5 4 5 0 0
X4 3 3 2 0 5 5 3 0 3 5 4 0 4 0 5 4 0 0 2
XIG 3 1 1 0 5 5 4 0 0 5 4 0 5 0 5 5 5 0 0
BR743 2 0 0 0 5 5 3 0 0 4 3 2 5 0 4 4 5 0 0
B3p 1 1 1 0 5 5 2 0 3 5 4 0 5 0 5 4 1 0 1
X5 2 2 2 0 5 5 5 0 4 5 4 3 5 3 5 4 1 0 1
BR51 2 2 2 0 5 5 4 0 3 4 4 0 5 0 5 2 0 0 2
TGO 2 2 0 0 2 2 0 0 0 5 3 0 5 0 5 2 0 0 2

0: pas d’activité enzymatique ; 1: libération de 5 nmol ; 2: 10 nmol ; 3: 20 nmol ; 4: 30 nmol et 5: 40 nmol.
Enzymes : 1. Phosphatase alcaline ; 2. Estérase (C4) ; 3. Estérase lipase (C8) ; 4. Lipase (C14) ; 5. Leucine arylamidase ; 6. Valine arylamidase ; 7.
Cystine arylamidase ; 8. Trypsine ; 9. Alpha-Chymotrypsine ; 10. Phosphatase acide ; 11. Naphtol phosphohydrolase ; 12. Alpha-galactosidase
(mélibiase) ; 13. Béta-galactosidase (lactase) ; 14. Béta-glucuronidase (hyaluronidase) ; 15. Alpha-glucosidase (maltase) ; 16. Béta-glucosidase
(cellulase) ; 17. N-acétyl-béta-glucosaminidase (chitinase) ; 18. Alpha-mannosidase ; 19. Alpha-fucosidase.
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111.3. Etude par SDS PAGE unidimensionnelle des protéines secrétées par les
bactéries lactiques

L’analyse du gel obtenue par SDS PAGE, a révélé que toutes les souches de bactéries
lactiques sécrétaient des protéines, mais avec une diversité variable de la distribution des
masses moléculaires, le profil de la souche TGO étant particulicrement diversifié (Figure 10).
Cette diversité en taille des protéines secrétées varient de deux chez la souche B3p jusqu’a
neuf dans la souche TGO. On peut remarquer aussi que les souches X4, X2, X6 et 611
présentent le méme profil protéique, chaque souche possédant trois tailles de protéines (76
kDa, 38 kDa et 33 kDa). Ainsi, les souches B31, XIG et BR611 sont rassemblées dans un
méme groupe avec trois bandes 31 kDa, 38 kDa et 126 kDa. De plus nous avons constaté que

la protéine de taille 38 kDa se retrouvait chez tous les isolats.

M X4 TGO XI BR743 B3P BRS1 61l BReI1 X& B3l XiG BXI X3 032 FIP M

225kDa — .7, = - 225 KDa
76 KD& ——p 76 KDa
38KDa ——p 38 KDa
31KDa —

31 KDa
24 KDa ——p 24 KDa
17KDa —» 17 KDa
14 KDa ——p 14 KDa

Figure 10. Profils des protéines secrétées par les bactéries lactiques, obtenus par SDS PAGE
unidimensionnelle. M : marqueur de poids moléculaire (Amersham, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK) ; X4, TGO, X2, BR743, B3P, BRS5I1, 611, BR611, X6, B31, XIG,
BXI, X5, 032 et F2P : souches des bactéries lactiques.
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IV. Etude de I'adhésion des souches sélectionnées

IV.1. Détection de la production de film bactérien sur milieu rouge Congo

Afin d’¢étudier la capacité de bactéries lactiques a former un biofilm, nous avons réalisé un
test phénotypique en cultivant les souches sur des boites contenant le rouge Congo (CRA).
Aprés 24 h d’incubation a 37°C suivie d’une nuit a la température ambiante. Dans notre
étude, toutes les bactéries lactiques ensemencées sur la gélose CRA ont donné une couleur
rouge Bordeaux, qui montrant ainsi qu’elles ne produisaient pas de matrice adhésive (Figure

11).

Figure 11. Bactérie lactique ensemencée sur gélose préparée avec le rouge Congo.

IV.2. Formation du biofilm sur plaque de polystyréne

Les résultats du test de I’adhésion des bactéries lactiques, appliqué sur des plaques ELISA de
96-puits en polystyrene, sont résumés dans le tableau 10. Quatre souches 032, X6, X4 et X2
ont montré une forte capacité a adhérer sur la plaque. Les bactéries (F2p, X5, BR51, B3p,
BR743 et B31) se sont révélées faiblement adhérentes, alors que les autres ont été considérées
comme non adhérentes. Si toutes les souches testées ont présenté une réaction négative au
rouge Congo, le test d’adhésion sur plaques en polystyréne a permis cependant de mettre en
évidence des différences significatives entre souches, certaines étant plus ou moins

adhérentes.
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Tableau 10. Adhésion a la plaque ELISA en polystyrene des bactéries lactiques

sélectionnées.
Bactéries lactiques Adhésion DO570 + SD

X6 1.12+0.11

X4 1.07£0.13

X2 1.08 £0.10

032 1.04 £0.05

BR51 0.93 £0.02

X5 0.84 £ 0.09

F2P 0.76 £0.02

B3P 0.74 £0.07

B31 0.22 +0.01

BR743 0.11 £0.02

BR611 0.09 £0.02

611 0.08 £0.02

XIG 0.08 £0.03

BXI 0.06 £0.01

TGO 0.04 £0.01

V. Caractérisation phylogénétique de souches de bactéries lactiques

présentant un fort antagonisme contre les souches de référence

Les 16 souches présentant les plus fortes activités ont été retenues pour une caractérisation a
partir du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S par ARDRA (Figure 12). L’amplification
par PCR du gene codant pour I’ARN ribosomal 16S, réalisée avec I’amorce sens SAdir et
I’amorce anti-sens S17, a donné une amplification de taille 1500 pb. La diversité des isolats a
été évaluée en incubant les fragments amplifiés avec des enzymes de restriction (Haelll et
Cfol). La comparaison des différents profils obtenus apres la réaction enzymatique a permis
d’établir un dendrogramme illustrant les relations phylogénétiques entre les différentes
souches (Figure 13). A 90 % de niveau de similitude selon I’indice de Dice, le dendrogramme
a révélé ’existence de trois principaux groupes de souches : d’une part X2, X5, X4 et X6,
d’autre part B3P, F2P et BXI, et enfin 611, X1G, BR611 et 032, alors que les cing souches
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restantes présentaient chacune un profil phylogénétique différent (BR743, B31, TGO, BR51)
(Figure 12 et 13). En fonction du polymorphisme génétique révélé parmi les différents isolats,
les produits de PCR de 8 souches distinctes ont été purifiés puis expédiés pour séquengage
partiel du géne ’ARN ribosomal 16S. Aprés séquencgage, les résultats obtenus ont été
analysés a I’aide du serveur Nucleotide BLAST (Tableau 11). Nous ainsi avons remarqué que
la souche B3G, correspondant a une souche déja testée en tant que probiotique pour larves de
turbot (Gatesoupe, 1994), appartenait a la méme espece que les souches 611, XIG, BR611 et
032 caractérisées par ARDRA (Lactobacillus plantarum, 100% d’identité avec la souche 611
pour 938 paires de bases). Bien qu’ayant donné des profils ARDRA différents, les souches
B3P, BR51 et X2 appartenaient a la méme espece, Lactobacillus casei (100 % d’identité sur
909 a 922 paires de bases). La souche BR743 a présenté un intérét taxonomique particulier,
car elle correspond a une espece atypique de Pediococcus, dont la position phylogénétique est
distincte des autres especes du genre, et est en fait beaucoup plus proche du genre
Lactobacillus. Une reclassification en Lactobacillus dextrinicus a été proposée par Haakensen
et al. (2009). La séquence est apparue relativement différente des séquences disponibles dans
les bases de données nucléotidiques, et elle a ét€ déposée sous la référence FM877685

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=215262632).
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M X2 X5 X4 X6 Bp Fip BRss BXI By 611 BRy XIG BRe; Os; TGO M

Figure 12. Profils ARDRA générés a partir de I’ADN extrait de 15 souches des bactéries
lactiques a forte activité antagoniste. M : marqueur de poids moléculaire ; X2, X5, X4, X6,

B3P, F2P, BR743, BXI, B31, 611, BR51, XIG, BR611, O32, et TGO: souches des bactéries
lactiques.
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Figure 13. Dendrogramme (UPGMA) illustrant les relations génétiques estimées par 1'indice

de Dice résultant de I'analyse par ARDRA des bactéries lactiques.
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Tableau 11. Identification par séquengage du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S des

bactéries lactiques utilisées dans cette étude.

Taille de la
Souches Identification Souche de référence N° d’acces % séquence
d’identité comparée
(pb)
B3P Lactobacillus casei La. casei ATCC 334 CP000423.1 100 913
(Makarova et al., 2006)
BR51 Lactobacillus casei Lactobacillus casei ATCC 334 CP000423.1 100 928
X2 Lactobacillus casei Lactobacillus casei YLD6-2 EU755260.1 100 1037
B3G Lactobacillus Lactobacillus plantarum b2 FJ227315.1 100 941
plantarum
611 Lactobacillus La. plantarum L106 (Nielsen DQ523485.1 100 1000
plantarum et al., 2007)
B31 Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides EF579730.1 100 968
mesenteroides strain PC13
TGO Leuconostoc Le. pseudomesenteroides strain EU194347.1 99 896
pseudomesenteroides ~ NS46 (Coton et al., 2008)
BR743* Lactobacillus Pediococcus dextrinicus D87679.1 98 1419
dextrinicus

* séquence déposée pour cette étude (FM877685.1)
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VI. Test de challenge des bactéries lactiques a effet anti-Vibrio avec les

nauplius d’Artemia

Dans cette expérience, nous avons ¢évalu¢ 1’effet de six souches de bactéries lactiques sur la
survie d’Artemia, en effet les bactéries potentiellement probiotiques ont été ajoutées dans les
trois premiers jours et la souche de référence (E3) : V. alginolyticus (VA) a été introduite
seulement au jour 3. Les résultats sont présentés dans la figure 14. Ainsi, nous avons
remarqué la présence d’un pic de mortalité au jour 5 dans la culture d’ Artemia axénique (10
% de survivants), sans aucun survivant au jour n°6. Lorsque qu’aucune souche de bactérie
lactique n’a été introduite dans le milieu de culture durant les 3 premiers jours, I’inoculation
de V. alginolyticus au jour 3 a avancé le pic de mortalité au jour 4. En I’absence d’aliment
(A), des taux moyens de survie de 1’ordre de 30 % et 20 % ont été obtenus au jour 6 dans le
groupe traité pendant les 3 premiers jours avec La. casei (BR51 et X2), respectivement. Une
survie moyenne de 10% a également été observée au jour 6 avec Le. mesenteroides (B31).
Néanmoins aucune différence significative n'a été rapportée pour les autres traitements, qui
ont abouti a une mortalité totale des nauplius en 1’absence d’aliment (A). L’ajout d’aliment
(A) a augmenté considérablement le taux de la survie des Artemia, qui a ét€é maintenu entre
100 % et 90% au jour 6 avec cinq de ces six souches de bactéries lactiques, testées sans le
pathogene (VA). Pour la souche La. plantarum (611) testée en présence de nutriments, la
survie au jour 6 n'était que de 50%. Dans les essais avec une souche de bactérie lactique et V.
alginolyticus (Art+LAB+VA), mais sans enrichissement (A), le pic de mortalité a été retardé
en comparaison avec le groupe (Art+VA). Les différences les plus significatives ont été
révélées au jour 5 dans les traitements (Art+VA+BRS51, Art+VA+X2 et Art+VA+BR743).
Dans ces conditions le taux de survie était de 60% avec La. casei (BR51), et de 30% avec La.
casei (X2) ou avec Le. dextrinicus (BR743) (Tableau 12). Cependant au jour 6, chaque test
sans enrichissement a entrainé une mortalité totale des Artemia. En revanche, 1’ajout de
nutriment (A) dans les cultures précédentes a maintenu le taux de survie d’Artemia au jour 6
entre 15 % pour La. plantarum (611) et 50 % pour les souches B31, BXI, BR51, BR743, et
X2.
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En ce qui concerne I’effet des bactéries lactiques sur la croissance des Artemia, nos résultats,
présentés dans la figure 15 ont montré que la longueur moyenne des nauplius en conditions
axéniques est de I'ordre de (0,41 £ 0.02) mm. La croissance a été¢ stimulée 1égeérement par
rapport au témoin axénique (0,52 £+ 0.03 mm) lors de I’introduction de V. alginolyticus (VA).
Une longueur moyenne des nauplius, variant entre (0,67 + 0.01) et (0,85 £ 0.01) mm, a été
obtenue avec I’ajout des souches de bactéries lactiques BR51, X2, B31, BXI, BR743 et 611.
Les valeurs moyennes de la longueur ont montré des différences significatives entre les
différents traitements sauf quelques exceptions (Tableau 13). On a remarqué aussi une
augmentation de la croissance d’Artemia par rapport a ce dernier traitement lorsqu’on a
additionné de 1’aliment (A) aux bactéries lactiques. La longueur des nauplius ainsi obtenus
variait entre (0,93 = 0.02) et (1,11 £ 0.01) mm avec les souches BXI, BR743, B31, BR51, 611
et X2. De méme, en présence de V. alginolyticus, les six souches de bactéries lactiques (BXI,
611, B31, BR51, BR743, et X2) ont amélioré la longueur moyenne, qui variait entre (0,65 +
0.08) et (0,85 +£0.01) mm selon la souche.
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Figure 14. La survie de I’Artemia dans des conditions axéniques (Art axe) et gnotobiotiques. Six séries de six essais ont été appliqués. Dans

Chaque série, six bactéries lactique ont été testées : 611, BR743, BR51, X2, BXI, et B31 (figures : a, b, c, d, e et f, respectivement) avec ou sans

addition d’aliment (A). Les essais ont été réalisés sur des nauplius d’Artemia mise en culture avec V.alginolyticus (VA), en présence ou absence

d’une souche de bactérie lactique, avec ou sans aliment (A).
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Figure 15. Moyenne de la longueur (mm + SD) des nauplius d’Artemia mise en culture pendant 6 jours en condition axéniques (Art axe),

(Art axe+LAB+VA) avec ou sans aliment

énique

z

(Art axe+LAB : 611, BR743, BR51, X2, BX1, B31, et V. alginolyticus VA) et dix

monoxénique

(A).
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Tableau 12. Analyse avec le test de Fisher des effets des différents traitements des bactéries lactiques

(611 ; X2 ; BR743 : BXI ; BR51 et B31) sur la survie des Artemia au jour n°S. Lorsque P < 0.05, il y a

une différence significative qui est notée par (*).

Art+VA Art axe Art+A+611 Art+611 Art+VA+611 Art+A+VA+611
Art+VA - - <0,0001* 0,1931 0,5037 <0,0001*
Art axe - <0,0001%* 0,1931 0,5037 <0,0001*
Souche Art+A+611 - <0,0001* <0,0001* 0,1468
611 Art+611 - <0,0001% <0,0001%
Art+VA+611 - <0,0001*
Art+A+VA+611 -
Art+VA Art axe Art+A+X2 Art+X2 Art+VA+X2 Art+A+VA+X2
Art+VA - - <0,0001* <0,0001%* <0,0001* <0,0001*
Art axe - <0,0001%* <0,0001%* <0,0001* <0,0001*
S";;he Art+A+X2 ; <0,0001* <0,0001* <0,0001*
Art+X2 - <0,0001* -
Art+VA+X2 - <0,0001*
Art+A+VA+X2 -
Art+VA Art axe Art+A+BR743 Art+BR743 Art+VA+BR743 Art+A+VA+BR743
Art+VA - - <0,0001* <0,0001%* 0,0002%* <0,0001*
Art axe - <0,0001%* <0,0001%* 0,0002* <0,0001*
%‘;;‘7“;‘; Art+A+BR743 . <0,0001* <0,0001* <0,0001*
Art+BR743 - <0,0001* 0,0011%*
Art+VA+BR743 - <0,0001*
Art+A+VA+BR743 -
Art+VA Art axe Art+A+BXI Art+BXI Art+VA+BXI Art+A+VA+BXI
Art+VA - - <0,0001%* 0,0103* 0,1548 <0,0001*
Art axe - <0,0001%* 0,0103* 0,1548 <0,0001*
S‘;“g‘e Art+A+BXI - <0,0001%* <0,0001* <0,0001*
Art+BXI - 0,1548 <0,0001*
Art+VA+BXI - <0,0001*
Art+A+VA+BXI -
Art+VA Art axe Art+A+BR51 Art+BR51 Art+VA+BR51 Art+A+VA+BR51
Art+VA - - <0,0001%* <0,0001%* <0,0001* <0,0001*
Art axe - <0,0001%* <0,0001%* <0,0001* <0,0001*
Sg;;‘;e Art+A+BR51 - 0,0098* <0,0001* 0,0004*
Art+BR51 - 0,0009% 0,0972
Art+VA+BR51 - 0,0238*
Art+A+VA+BR51 -
Art+VA Art axe Art+A+B31 Art+B31 Art+VA+B31 Art+A+VA+B31
Art+VA - - <0,0001%* 0,0144* 0,1785 <0,0001*
Art axe - <0,0001%* 0,0144* 0,1785 <0,0001*
S‘g‘;lhe Art+A+B31 - <0,0001% <0,0001% 0,3832
Art+B31 - 0,1785 <0,0001*
Art+VA+B31 - <0,0001*
Art+A+VA+B31 -
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Tableau 13. Analyse avec le test de Fisher des effets des différents traitements des bactéries lactiques (611 ;

X2 ; BR743 : BXI ; BRS51 et B31) sur la croissance des Artemia au jour n°6. Lorsque P < 0.05, il y a une

différence significative qui est notée par (*).

Art+VA Art axe Art+A+611 Art+611 Art+VA+611 Art+A+VA+611
Art+VA ) <0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001% <0,0001*
Art axe R <0,0001* <0,0001* <0,0001% <0,0001*
Art+A+611 - <0,0001* <0,0001* <0,0001*
Souche
611 Art+611 ; <0,0001* <0,0001*
Art+VA+611 ; <0,0001*
Art+A+VA+611 -
Art+VA Art axe Art+A+X2 Art+X2 Art+VA+X2 Art+A+VA+X2
Art+VA ] 0,001* <0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001*
Art axe R <0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001%
S";ghe Art+A+X2 i <0,0001* <0,0001* <0,0001*
Art+X2 ] <0,0001% <0,0001*
Art+VA+X2 ; 0,3624
Art+A+VA+X2 -
Art+VA  Artaxe Art+A+BR743 Art+BR743 Art+VA+BR743 Art+A+VA+BR743
Art+VA ; 0,0031% <0,0001% <0,0001% <0,0001% <0,0001*
Art axe . <0,0001* <0,0001* <0,0001% <0,0001%
%‘;‘{‘7“;‘; Art+A+BR743 i <0,0001* <0,0001* 0,0025%
Art+BR743 i 0,8213 0,0137*
Art+VA+BR743 ] 0,0089*
Art+A+VA+BR743 -
Art+VA Art axe Art+A+BXI Art+BXI Art+VA+BXI Art+A+VA+BXI
Art+VA ; 0,0043* <0,0001* <0,0001* 0,0013* <0,0001*
Art axe - <0,0001* <0,0001% <0,0001* <0,0001%
S%‘;gi‘e Art+A+BXI ; 0,0002% <0,0001% 0,5226
Art+BXI - 0,0023* 0,0005*
Art+VA+BXI - <0,0001%
Art+A+VA+BXI -
Art+VA  Artaxe Art+A+BR51 Art+BR51 Art+VA+BR51  Art+A+VA+BR51
Art+VA i <0,0001% <0,0001% <0,0001% <0,0001% <0,0001*
Art axe . <0,0001* <0,0001* <0,0001% <0,0001%
S]‘S’l‘fsl;e Art+A+BR51 i <0,0001* <0,0001* <0,0001*
Art+BR51 i 0,0002% <0,0001*
Art+VA+BR51 i 0,0215*
Art+A+VA+BR51 ;
Art+VA Art axe Art+A+B31 Art+B31 Art+VA+B31 Art+A+VA+B31
Art+VA i <0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001% <0,0001%
Art axe . <0,0001* <0,0001* <0,0001% <0,0001%
S‘]’;;lhe Art+A+B31 3 <0,0001* <0,0001% <0,0001%
Art+B31 i 0,8322 <0,0001%
Art+VA+B31 - <0,0001%
Art+A+VA+B31 -
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CHAPITRE II : EVALUATION DES EFFETS DE (P.
ACIDILACTICI (MA 18/5M) ET LA. CASEI (X2)) SUR
LES LARVES DE BAR

I. Incorporation de deux bactéries (P. acidilactici (MA 18/5M) ou La. casei

(X2)) dans I'aliment composé

L’analyse des résultats précédents nous a amenés a choisir la souche X2, Lactobacillus casei,
car elle présente la meilleure combinaison de propriétés requises pour un probiotique. Elle
possede en effet une bonne activité antagoniste, elle n’est pas hémolytique, elle présente une
forte adhérence sur plaque polystyrene et elle offre la meilleure protection contre V.
alginolyticus lors du test de challenge avec Artemia. Par ailleurs, il est maintenant possible
d’alimenter les larves de bar, Dicentrarchus labrax, avec un aliment composé dés 1’ouverture
de la bouche, et I’utilisation d’Artemia est de plus en plus réduite dans les écloseries. C’est
pourquoi nous avons essayé d’introduire la souche X2 dans un aliment compos¢, afin d’en
comparer les effets a ceux de Pediococcus acidilactici (MA 18/5M) tout en conservant un
aliment de controle sans probiotique. La souche MA 18/5M est déja commercialisée sous le
nom de Bactocell, et elle a fait déja 1’objet de plusieurs applications en aquaculture
(Gatesoupe, 2002 ; Aubin et al., 2005 ; Castex et al., 2008). Apres incorporation d’une des
deux souches de bactéries lactiques dans 1’aliment, la teneur en bactérie lactique a été mesurée
dans I’aliment par étalement sur gélose MRS. Nous avons ainsi obtenu, au cours de la
premiére expérience, une concentration finale dans ’aliment de I’ordre de 1,12 10° UFC g
d’aliment pour la souche P. acidilactici et de 1,35 10° UFC g d’aliment pour la souche La.
casei. Alors que dans la deuxieme expérience, les doses de probiotique trouvées dans
I’aliment sont : 1,8 10’ UFC g d’aliment pour la souche La. casei et 3,4 10’ UFC g’

d’aliment pour P. acidilactici.

II. Influence de P. acidilactici et La. casei sur la flore bactérienne des larves

de bar

Aux cours de ces expérimentations, nous avons cherché a comparer la concentration en

probiotique avec celles de la flore totale cultivable et de la flore vibrionacée.
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Dans la premiere expérience, les résultats d’analyse bactériologique du broyat des larves de

bar (j18 et j45) nourries par un aliment avec ou sans probiotique (P. acidilactici et La. casei)
de concentrations aux alentours de 10° UFC g™ d’aliment sont illustrés par les figures 16 et 17

ci-dessous.

Nos résultats montrent des concentrations bactériennes totales dans les broyats de larves de
Iordre respectivement de : 1,34 10> UFC pour 20 larves  j18 et 1,37 10° UEC pour 20 larves
a j45 lorsque les larves étaient nourries avec un aliment sans probiotique (C), alors que
lorsqu’elles ont été nourries avec un aliment contenant I’'une des deux souches probiotiques,
on a constaté que la charge de la microflore totale chez les larves prélevées a partir des bacs
aux jours j18 et j45 était a inférieure a celle du groupe de contrdle, avec des différences
significatives entre les traitements C et (P et L) au jour 45 de prélevement, avec des
concentrations de I"ordre de : 1,13 10* UFC par 20 larves 2 j18 pour P. acidilactici (P) et de
2,93 10* UFC par 20 larves a j18 pour La. casei (L) au jour 18, 8,25 10* UFC par 20 larves a

j45 avec le traitement P et 5,48 10* UEC par 20 larves a j45 avec le traitement L.

Quant aux bactéries lactiques, si une concentration de probiotique de 1’ordre 10° UFC g™ était
appliquée aux aliments utilisés pour nourrir les larves, les deux bactéries lactiques La. casei et
P. acidilactici n’ont pas été retrouvées chez les larves. Ces bactéries n’apparaissent que dans
les broyats des larves au jour 45 mais avec des faibles concentrations de I’ordre de : 1,35 10
UFC par 20 larves avec le traitement P et 2,33 10> UFC par 20 larves avec le traitement L.
Apres analyse statistique, nous avons remarqué qu’il n’y avait pas de différence significative

entre les valeurs de la charge en bactéries lactiques entre les deux traitements P et L au jour

45.

Concernant la flore vibrionacée, nous avons pu estimer chez les larves nourries avec un
aliment sans probiotique (C) une concentration de 1’ordre respectivement de : 4,50 10> UFC
par 20 larves 2 j18 et 1,21 10° UFC par 20 larves a j45. Nous n’avons pas détecté de Vibrio au
jour 18 dans le groupe traité avec La. casei (L), alors que les comptages sur agar TCBS du
groupe P étaient du méme ordre de grandeur que ceux du groupe C (5,25 10* UFC par 20
larves du groupe P). Lorsqu’on a traité les larves avec I’une des deux souches probiotiques, la
charge en Vibrio au jour 45 étaient tres nettement inférieure a celle du groupe de contrdle,

sans qu’il y ait de différence significative entre les deux groupes traités avec un probiotique :
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elle était de ’ordre de 6,86 10 UFC par 20 larves du groupe L et de 1,67 10° UEC par 20

larves du groupe P.
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Figure 16. Quantification de la charge microbienne (microflore totale, Vibrio et bactéries

lactiques) dans les broyats des 20 larves prélevées au jour 18 dans la premiere expérience. C :

Aliment sans probiotique ; P : Aliment avec P. acidilactici ; L : Aliment avec La. casei.
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Figure 17. Quantification de la charge microbienne (microflore totale, Vibrio et bactéries

lactiques) dans les broyats des 20 larves prélevées au jour 45 dans la premicre expérience. C :

Aliment sans probiotique ; P : Aliment avec P. acidilactici ; L : Aliment avec La. casei. Les

lettres différentes indiquent les différences significatives entre les traitements (C, P et L).
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Lors de la deuxieme expérience, les résultats d’analyse bactériologique du broyat des larves

de bar (j20, j30 et j40) nourries par un aliment avec ou sans probiotique (P. acidilactici et La.
casei) de doses aux alentours de 10’ UFC g'1 d’aliment sont présentés dans les figures (18, 19

et 20) ci-dessous.

Les résultats obtenus dans cette expérience, montrent des concentrations bactériennes totales
dans le broyat des larves nourries avec un aliment sans probiotique (C) de 1’ordre de : 2,01
10° UEC par 20 larves 2 j20, 4,17 10° UEC par 20 larves 2 j30 et 6,75 10° UFC par 20 larves
a j40. Au jour 20, la charge en microflore totale dans le groupe P (4,43 10* UEC par 20
larves) et dans le groupe L (2,36 10° UFC par 20 larves) n’était pas significativement
différente de celle du groupe C. Au jour 30, sans qu’il y ait eu une différence significative
entre les trois traitements, nous avons observé une tendance vers un charge bactérienne plus
faible lorsque les larves étaient nourries avec un aliment contenant I’'une des deux souches
probiotiques (6,68 10* UFC par 20 larves du groupe P et 2,10 10* UFC par 20 larves du
groupe L). Au jour 40, les différences n’étaient pas non plus différentes entre traitements,
malgré une forte charge bactérienne totale dans un des réplicats du groupe P (en moyenne :

7,28 10* UFC par 20 larves du groupe P et 6 10° UFC par 20 larves du groupe L).

Concernant la flore vibrionacée, nous avons pu estimer chez les larves nourries avec un
aliment sans probiotique (C) des concentrations de I’ordre de : 3,05 10* UFC par 20 larves a
j20, 1,32 10° UFC par 20 larves a j30 et 1,95 10° UFC par 20 larves a j40. Lorsqu’on a
alimenté les larves avec 'une des deux souches probiotiques, nous avons constaté une
diminution non significative de la concentration de Vibrio dans les traitements probiotiques
par rapport au traitement sans probiotique (C) aux trois jours de prélevements (20, j30 et j40).
La charge en Vibrio au jour 20 et 30 était plus faible dans le groupe traité par le probiotique L
par rapport au groupe probiotique P : elle était de 1’ordre de 7,80 10° UFC par 20 larves au
jour 20 et 2,48 10° UEC par 20 larves au jour 30 contre 1,33 10* UFC par 20 larves au jour 20
et 3,23 10* UFC par 20 larves au jour 30 pour le groupe P. Cependant, au jour 40 la
concentration en Vibrio était la plus faible dans le groupe P ( 2,25 10> UFC par 20 larves) par
rapport aux deux autres traitements (1,95 10° UFC par 20 larves du groupe C ; 1,20 10° UFC
par 20 larves du groupe L).
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Quant aux bactéries lactiques, lorsqu’une concentration de probiotique de I’ordre 10’ UFC g
était appliquée aux aliments utilisés pour nourrir les larves, les deux bactéries lactiques La.
casei et P. acidilactici ont été retrouvées chez les larves a j20, j30 et j40. Ces bactéries sont
apparues sur gélose MRS pour les broyats des larves traitées avec P. acidilactici a des
concentrations de 1’ordre de 9 10" UFC par 20 larves 2 j20, 1,01 10° UEC par 20 larves 2 j30
et 7,65 10> UFC par 20 larves a j40. Tandis que chez les larves nourries avec La. casei, les
concentrations bactériennes trouvées sur gélose MRS étaient de ’ordre de 1,23 10° UFC par
20 larves a j20, 6,60 10> UFC par 20 larves a j30 et 5,63 10° UFC par 20 larves a j40. Apres
analyse statistique, nous avons remarqué qu’il y avait une différence significative au jour 40

entre les valeurs de la charge en bactéries lactiques entre les deux traitements P et L.

1,00E+06

1,00E+05

1,00E4+04 -
u Vibrio
1,00E403
= Microflore totale
- - .
1,00E402 Bactéries lactiques

1,00E+01 -

Charge bactérienne en UFC/(20 larves) j20

1,00E4+00 -
C P L
Traitements

Figure 18. Quantification de la charge microbienne (microflore totale, Vibrio et bactéries
lactiques) dans les broyats des 20 larves prélevées au jour 20 dans la deuxieme expérience. C :

Aliment sans probiotique ; P : Aliment avec P. acidilactici ; L : Aliment avec L. casei.
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Figure 19. Quantification de la charge microbienne (microflore totale, Vibrio et bactéries

lactiques) dans les broyats des 20 larves prélevées au jour 30 dans la deuxieme expérience. C :

Aliment sans probiotique ; P : Aliment avec P. acidilactici ; L : Aliment avec La. casei.
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Figure 20. Quantification de la charge microbienne (microflore totale, Vibrio et bactéries

lactiques) dans les broyats des 20 larves prélevées au jour 40 dans la deuxieme expérience. C :

Aliment sans probiotique ; P : Aliment avec P. acidilactici ; L : Aliment avec L. casei. Les

lettres différentes indiquent une différence significative de la charge en bactéries lactiques

entre les traitements (P et L).
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II1. Etude par DGGE de I'influence de P. acidilactici et La. casei sur la flore

bactérienne des larves de bar

L’étude de I’effet de deux traitements probiotiques La. casei (X2) et P. acidilactici sur les
profils de la communauté bactériennes (BCP) des larves de bar, prélevées dans la deuxieme
expérience aux jours 20 et 30, a été faite en se basant sur les résultats des produits de la PCR

et la RT-PCR (DGGE) qui sont présentés dans la figure 21.

Apres analyse du gel DGGE, nous avons remarqué que les échantillons indiquaient une
diversité de la flore bactérienne trouvée dans les larves caractérisée par la présence d’une
vingtaine de bandes sur les gels d’acrylamide. Ainsi, les produits de la PCR et de la RT-PCR
correspondant aux larves a j20 et j30, déposés sur deux gels de DGGE ont montré un nombre
de bandes compris entre 5 et 25. La valeur moyenne de la richesse de bandes est de 15+4 avec
absence de différence significative entre I’ADNc et I’ADN génomique, entre les dates de
prélevements des larves (j20 et j30) et entre les aliments utilisés. Si on considere les
¢chantillons provenant de ’ADN génomique, 1’analyse statistique par ANOVA des indices
d’équitabilité et d’entropie de Shannon indiquent qu’il y a eu un effet de I’age des larves sur
la diversité de la microflore, avec une distribution plus équitable de I’abondance des unités
taxonomiques chez les larves a j30 par rapport a celles échantillonnées a j20 (Tableau 14).
Cependant les produits obtenus par RT-PCR ne présentent pas de différence significative pour

ces deux indices.
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Figure 21. Alignement des deux gels DGGE des produits de la PCR et RT-PCR obtenu a
partir des pools de 10 larves prélevées aux jours 20 et 30. Les produits de PCR obtenus a
partir de cultures pures de Lactobacillus casei X2 (L) et de Pediococcus acidilactici (P) ont
été ajoutés aux extrémités des deux gels. Chaque bande correspond en théorie a une Unité
Taxonomique Opérationnelle (OTU). Chaque piste sur le gel correspond a un échantillon de
produits de PCR ou de RT-PCR obtenus a partir des acides nucléiques extraits des

prélevements de larves. Les lettres indiquent la position des OTU identifiées.
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Tableau 14. Analyse par ANOVA multivariée des indices de diversité des BCP correspondant
aux produits de la PCR obtenus a j20 et a j30 a partir des larves nourries avec les trois aliments
(C, P et L). Le niveau de signification des différences est indiqué par des astérisques. Les
différences non significatives sont notées n.s. Les indices moyens sont indiqués par date de

prélevement, du fait des différences significatives.

Entropie de Shannon Equitabilité

Facteur de I’age (P) 0.008 **%  Facteur de I’age 0.015 *
Facteur de I’aliment (P) 0.41 n.s. Factor Diet (P) 0.40 n.s.
Interaction (P) 0.64 n.s. Interaction (P) 0.96 n.s.
Age (jours) Shannon Equitabilité

20 2.02+£0.10 0.79 £0.02

30 246 £0.10 0.87 £0.02

En se basant sur I’indice de Bray-Curtis, nous avons remarqué lors de 1’analyse statistique par
ANOSIM de la similarité des BCP correspondant aux produits de la PCR et la RT-PCR qu’il
y avait une différence significative entre les deux dates de prélevements j20 et j30 (Tableau
15). La méme analyse (ANOSIM) a montré aussi la présence d’une différence significative de

I’effet de I’aliment au niveau I’ADN génomique, mais pas pour I’ADNc.

La matrice de similarité des BCP des produits de la PCR, générée avec I’indice de Bray-
Curtis, nous a permis d’établir une représentation de positionnement multidimensionnel non
métrique (NMDS : Non-metric Multidimensional Scaling ; Figure 22). Cette analyse montre
que les BCP qui correspondaient aux produits de la PCR obtenus a partir des échantillons du
groupe P étaient dissimilaires par rapport a ceux deux autres groupes C et L. Dans cette méme
représentation, 1’effet de la date de prélévement (j20 et j30) est aussi visible, alors que les
BCP correspondant a I’aliment C et L apparaissent similaires pour chaque date de

prélevement.
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Tableau 15. Analyse par ANOSIM multivariée sur les indices de Bray-Curtis de similarité entre
les BCP correspondant aux produits de PCR et de RT-PCR obtenus a j20 et a j30 a partir des
larves nourries avec les trois aliments (C, P et L). Le niveau de signification des différences est

indiqué par des astérisques. Les différences non significatives sont notées par n.s.

Produits de PCR Produits de RT-PCR
Facteur de I’age Facteur de I’age
R: 0.75 R: 0.83
P: 0.001 HK P: 0.0005 Hekk
Facteur de I’aliment Facteur de I’aliment
R: 0.23 R: 0.08
P: 0.04 * P: 0.30 n.s.
0.24- AN
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0.18 L

i A

R S SN S S oo R e SR
-0.184 :

................................... VRRRTNUIIUS . SUSSSTSSINS. SV
-0.24 v
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Figure 22. Positionnement multidimensionnel non métrique (NMDS: Non- metric
Multidimensional Scaling) obtenu avec 1’indice de Bray- Curtis, a partir d’'une matrice des
BCP des produits de PCR, généré grace au progiciel PAST. Les cercles, les carrés et les
triangles correspondent respectivement aux régimes C, L et P. Les symboles pleins et ouverts
correspondent respectivement aux BCP aux jours 20 et 30. Les lignes joignent les triplicats

par condition (Age et Régime).
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Le séquencage de bandes isolées a partir du gel DGGE a révélé la présence de Protéobactéries
dont la majorité appartenait a la classe des y- Protéobactéries. D’autre classes sont aussi
présentes comme les (a-, 8-, et &- Protéobactéries) (Figure 21, Tableau 16). En se basant sur
la dissimilarité entre les profils de la communauté bactérienne obtenue par DGGE, des
analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le test de SIMPER. Les moyennes des
abondances relatives des sept principales bandes qui représentent les différences par paire
entre les groupes de BCP sont illustrées dans la figure 23. Au jour 20, nous avons remarqué
que la valeur moyenne globale de la dissimilarité observée entre les régimes C et L était
inférieure par rapport a celle observée entre C et P (Tableau 17). A cette méme date de
prélevement, Vibrio sp. G a été détecté seulement dans le groupe correspondant aux produits
de la PCR du régime P, alors qu’il était uniformément reparti entre les trois groupes des
produits de la RT-PCR. Vibrio sp. A a été détecté seulement dans les produits de PCR et RT-
PCR correspondant aux larves aux jours 20. En comparant par paire les différents groupes au
jour 20, L’analyse SIMPER a montré que les deux unités taxonomiques opérationnelles
(OTU) G et A sont les principales contributrices a la dissemblance entre la plupart des ces
groupes (Tableaux 17 et 18). Au jour 30, on a révélé la migration d’une bande avec le méme
Rf que La. casei X2 (0,835), essentiellement représentée dans le groupe correspondant au
régime L pour I’ADNc. Cela pourrait indiquer une forte activité de la souche probiotique dans
le groupe L, mais cette méme bande a été également observée avec les deux autres régimes (C
et P). Nous avons réalisé¢ une réamplification du produit de la PCR, apres excision de cette
bande. Malheureusement, la réaction a échoué et aucune séquence n’est disponible avec cette
Rf. Cette bande non identifiée (Rf 0,835) correspond a I'unité taxonomique apparaissant
comme la premiere contributrice a la dissemblance dans les comparaisons par paires entre
produits de PCR et RT-PCR et entre dates de prélevement dans le cas des régimes C et L.
Vibrio sp. O, Alteromonas sp., Arcobacter sp., et une autre bande non identifiée (Rf 0,773)
sont également les principaux contributeurs a la dissemblance dans d’autres comparaisons
(Tableaux 17 et 18). La bande qui correspond a la souche P. acidilactici présente le méme Rf
(0,814) que celui d’une a-Protéobactérie, mais ne figure pas parmi les plus abondantes dans

les profils de communauté bactérienne (BCP) (Figure 23 et Tableau 16).
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Tableau 16. Identification des bandes marquées sur les gels DGGE (Figure 21), obtenue avec

GenBank apres excision, ré-amplification et séquencage.

Identification Code GenBank ID Identité (%) Rf
a-Proteobacteria

o-Proteobacterium R GU644361 83 0,8148
Cohaesibacter sp. C DQ394095 98 0,638
Methylobacterium sp. D GQ228559 99 0,952
Methylobacterium sp. E 723160 100 0,965
v-Proteobacteria

Alteromonadaceae S AF235108 97 0,700
Alteromonas sp. H AB712357 97 0,736
Colwellia sp. M FR744837 96 0,667
Enterobacteriaceae F JQ795141 99 0,855
Gilvimarinus sp. I FR750935 95 0,591
Leucothrix sp. T HQ897925 99 0,897
Oleispira sp. B EU980447 97 0,700
Pseudoalteromonas sp. J JQ178348 100 0,591
Thioalkalivibrio sp. Q NR_042862 96 0,802
Vibrio sp. A JQ361736 99 0,781
Vibrio sp. G FJ457610 99 0,787
Vibrio sp. O JF412234 99 0,740
o-Proteobacteria

Desulfotalea sp. K NR_024949 97 0,605
g-Proteobacteria

Arcobacter sp. N AJ271654 99 0,357
Non identifié U - - 0,773

§ Pediococcus acidilactici (P) a la méme Rf (0,814)
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Figure 23. Moyenne des abondances relatives des bandes dominantes dans les profils de
communauté bactérienne (BCP) correspondant aux produits de PCR et de RT-PCR obtenus a
partir des échantillons de larves nourries jusqu’aux jours j20 et j30 avec 3 régimes.

Lactobacillus casei X2 (L) avaient le méme Rf qu’une OTU non identifi¢ (0,835).
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Tableau 17. Principales unités taxonomiques opérationnelles (OTU) responsables dans la

dissimilarité des profils de communauté bactérienne (BCP) entre les régimes C, L et P aux deux

dates d'échantillonnage (j20 et j30), et leur contribution en % a la dissemblance globale (indiquée

entre parenthéses), selon I’analyse de SIMPER.

Age

Comparaisons

J20

J30

(C) contre (L)

(C) contre (P)

(C) contre (L) (C) contre (P)

ADN génomique

Principale OTU
dissimilaire

Contribution
(dissimilarité
globale)

ADNc

principale OTU
dissimilaire

Contribution
(dissimilarité
globale)

Vibrio sp. A

8,5 (43,1)

Vibrio sp. G

5,4 (46,4)

Vibrio sp. G

13,9 (69,7)

Vibrio sp. G

5,3(61,1)

Arcobacter sp. Alteromonas sp.

6,3 (62,0) 5,1 (70,4)

Rf 0,835§ Rf 0,773

7,9 (59,5) 6,6 (65,9)

§ : Lactobacillus casei X2 (L) et une OTU non identifiée ont le méme Rf (0,835).
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Tableau 18. Principales unités taxonomiques opérationnelles (OTU) responsables dans la dissimilarité

des profils de communauté bactérienne (BCP) entre les deux dates d’échantillonnage (j20 et j30) et

entre les produits de PCR et de RT-PCR, et leur contribution en % a la dissemblance globale (indiquée

entre parentheses), selon 1’analyse de SIMPER.

Aliment

C

Tous

Comparaison j20
contre j30

ADN génomique
Principale OTU
dissimilaire
Contribution
(dissimilarité globale)

ADNCc
Principale OTU
dissimilaire

Contribution
(dissimilarité globale)

Vibrio sp. A

12,5 (73.,9)

Rf0,8358

8,9 (84,2)

Vibrio sp. A

18,2 (81,5)

Rf 00,8358

14,4 (84,5)

Vibrio sp. G

12,5 (70,4)

Vibrio sp. A

6,3 (74,4)

Vibrio sp. A

11,3 (74,3)

Rf 0,835§

9,1(78,4)

Comparaison ADN
génomique contre
ADNCc

20j

Principale OTU
dissimilaire
Contribution
(dissimilarité globale)

30j

Principale OTU
dissimilaire
Contribution
(dissimilarité globale)

Vibrio sp. G

8,5 (72,8)

Rf 0,8358

8,9 (88,2)

Vibrio sp. G

9.4 (56,7)

Rf 0,835§

14,4 (82,8)

Vibrio sp. G

6,9 (61,5)

Vibrio sp. O

5,4 (66,7)

Vibrio sp. A

7,9 (65,8)

Rf 0,8358

9,2 (69,8)

§ : Lactobacillus casei X2 (L) et une OTU non identifiée ont le méme Rf (0,835).
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IV. Influence de P. acidilactici et La. casei sur la croissance des larves de bar

Les résultats obtenus dans la premiere expérience (Figure 24) montrent que 1’incorporation de
deux bactéries probiotiques (P et L) a eu un effet stimulant sur la croissance en poids des
larves de bar par rapport au traitement sans probiotique (C) aux différents stades de
développement (j22, j30, j45). L’analyse de variance a deux facteurs indique un effet du
régime alimentaire et de la date de prélévement, en I’absence d’interaction significative.
Méme si les différences entre traitements ne sont pas significatives lorsque chaque date est
considérée séparément, a chacune de ces dates, le poids moyen du groupe C était inférieur a
celui des deux autres groupes (j22 : 0,99 + 0,1 mg pour le groupe C, contre 1,23 + 0,05 mg et
1,11 £ 0,08 mg, respectivement pour les groupes L et P ; j30: 2,56 + 0,21 mg pour le groupe
C, contre 13,54 + 0,46 mg et 3,29 + 0,42 mg, respectivement pour les groupes L et P ; j45 :
21,33 + 1,69 mg pour le groupe C, contre 25 + 0,76 mg et 24,17 + 0,17 mg, respectivement
pour les groupes L et P ; Figure 24).
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Figure 24. Influence de deux bactéries probiotiques (La. casei et P. acidilactici ) sur la
mesure du poids des larves de bar de la premiere expérience a j22, j30 et j45. C : Controle ; P

: P. acidilactici ; L : La. casei.
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Lors de la deuxieme expérience (Figure 25), I’alimentation des larves avec les probiotiques (P
et L) & une concentration de I’ordre de 10’ UFC g a eu également un effet sur le gain du
poids moyen par rapport au traitement sans probiotique (C). Cette différence était significative
au jour 20 (0,79 = 0.05 mg pour C, 0,97 = 0,10 mg pour P et 0,93 + 0,04 mg pour L), mais
plus au jour 40 (17,19 £ 0,81 mg pour C, 17,37 £ 0,67 mg pour P, et 17,68 + 0,68 mg pour L)
ni au jour 62 (42,9 + 3,7 mg pour C, 53,1 + 5,3 mg pour P, et 50,5 £ 1,4 mg pour L) ; Figure
25).
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Figure 25. Influence de deux bactéries probiotiques (La. casei et P. acidilactici ) sur la
mesure du poids des larves de bar dans la deuxieme expérience a j20, j40 et j62. C : Contrdle ;
P : P. acidilactici ; L : La. casei. Les lettres différentes indiquent une différence significative

entre les traitements au jour 20 (C, P et L).

En ce qui concerne 1’étude de ’effet des deux bactéries probiotiques (P : P. acidilactici et L :
La. casei) sur la croissance en longueur des larves de bar, les résultats des deux expériences

sont illustrés dans les figures 26 et 27.

L’analyse des résultats de la premicre expérience (Figure 26) a montré que les deux
traitements probiotiques avaient une influence sur la croissance marquée par une longueur
moyenne des larves supérieure a celle du groupe de contréle aux trois dates de prélevement
(22, 330 et j45). En effet, au jour 22 la valeur moyenne de la longueur de 20 larves est
significativement plus élevée dans le groupe L (7,65 £ 0,12 mm) par rapport a celles des

groupes C (6,82 £ 0,13 mm) et P (7,16 = 0,12 mm). Dans les prélevements aux jours 30 et 45,
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la valeur moyenne de la longueur reste plus élevée dans le traitement L (8,96 + 0,26 mm pour
j30 et 19,55 + 0,23 mm pour j45) par rapport au groupe C (7,24 £ 0,2 mm pour j30 et 15,86 +
0,69 mm pour j45) avec une différence significative. A ces deux dernicres dates de
prélevement, la longueur moyenne du groupe P (8,48 + 0,19 mm pour j30 et 19,04 + 0,29 mm

pour j45) est également significativement supérieure a celle du groupe C (Figure 26).
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Figure 26. Influence de deux bactéries probiotiques (La. casei et P. acidilactici ) sur la
mesure de la croissance en longueur des larves de bar dans la premiere expérience a j22, j30
et j45. C: Contrdle ; P : P. acidilactici ; L : La. casei. Les lettres différentes indiquent les

différences significatives entre les traitements a chaque date de prélevement (C, P et L).

En ce qui concerne les résultats de la croissance des larves au cours de la deuxieme
expérience (10’ UFC g d’aliment) (Figure 27), nous avons remarqué aussi un effet positif de
La. casei sur la longueur moyenne des larves au jour 20 par rapport a celle du groupe de
controle (7,00 = 0.08 mm pour L et 6,64 £ 0,07 mm pour C), avec une valeur intermédiaire
pour le groupe P, non significativement différente de celles des deux autres groupes (6,83 +
0,08 mm). Aux jours 40 et 62, les longueurs moyennes des trois groupes n’étaient plus
significativement différentes, malgré des valeurs inférieures pour le groupe de contrdle (j40 :
14,37 £ 0,17 mm pour L, 14,18 + 0,17 mm pour P et 13,87 + 0,16 mm pour C ; j62 : 19,35 +
0,45 mm pour L, 19,45 £ 0,55 mm pour P et 18,21 £ 0,40 mm pour C ; Figure 27).
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Figure 27. Influence de deux bactéries probiotiques (La. casei et P. acidilactici ) sur la
mesure de la croissance en longueur des larves de bar dans la deuxieme expérience a j20, j40
et j62. C : Contrdle ; P : P. acidilactici ; L : La. casei. Les lettres différentes indiquent une

différence significative entre les traitements au jour 20 (C et L).

V. Etude par PCR quantitative en temps réel de I'effet de deux bactéries (P.
acidilactici et La. casei) sur la physiologie et la réponse immunitaire des

larves de bar

L’étude des niveaux d’expression en ARNm des genes marqueurs du stress (protéine de choc
thermique HSP70), du statut antioxydant (catalase CAT, glutathion peroxydase GPX et super-
oxyde dismutase SOD), de la croissance osseuse (ostéocalcine OSTEO) et de la réponse
immunitaire (interleukine 1P : IL1P) ont été déterminés chez les larves de bar prélevées dans
la deuxieme expérience aux jours 20 et 41, et nourries soit avec un aliment contenant une des
deux bactéries probiotiques P. acidilactici (P) ou La. casei (L), soit un aliment de contrdle
sans probiotique (C). Les différents niveaux d’expression de ces genes sont illustrés dans les

figures 28 et 29.

Au jour 20, nous avons observé que le niveau d’expression du géne OSTEO dans le

traitement L était significativement plus élevé par rapport a ceux des deux autres traitements
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C et P. Au jour 41, le niveau d’expression de ce gene était significativement inférieur dans le

groupe P par rapport au groupe C.

Le niveau d’expression du gene HSP70 n’était pas significativement différent entre les trois
groupes de larves a j20. A un stade plus avancé, a j41, ’expression du gene HSP70 dans le

groupe P a atteint un niveau significativement plus élevé que dans le groupe L.

Concernant 1’expression du géne IL1B au jour 20 de prélévement, nous avons remarqué une
surexpression de ce gene au niveau du groupe P par rapport aux deux autres traitements C et
L. Aucune différence significative n’a été observée entre les niveaux d’expression de ce gene

au jour 41.

Le niveau d’expression du géne CAT chez les larves au jour 20 était le plus élevé avec le
traitement probiotique L, alors qu’il était le plus faible dans le groupe probiotique P, avec un
niveau intermédiaire pour le groupe C. Ces trois groupes présentaient des niveaux
d’expression de ce géne significativement différents entre eux au jour 20, mais plus aucune

différence significative n’a été observée au jour 41.

Aucune différence significative n’a été observée entre les niveaux d’expressions des génes

GPX et SOD aux deux dates de prélevement.
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Figure 28. Comparaison des niveaux d’expression des six genes étudiés : Ostéocalcine
(OSTEO), Protéine de choc thermique (HSP70), Interleukine 18 (IL1P), Catalase (CAT),
Glutathion peroxydase (GPX) et Super-oxyde dismutase (SOD) chez les larves de bar dans la
deuxieme expérience au jour 20. Les niveaux de transcription de ces genes ont été analysés
par qRT-PCR chez les larves nourries avec un aliment sans probiotique (C) ou avec un
aliment supplémenté par I'un des probiotiques (Lactobacillus casei (L) ou Pediococcus
acidilactici (P)). Les résultats d'analyse qRT-PCR ont ét€ normalisées par rapport au gene de
ménage Efl. Chaque barre représente les niveaux d'expression relative moyenne de trois
répétitions biologiques. Les différences statistiques ont été déterminées a l'aide du test de
Neuman-Keuls (p <0,05). Les lettres différentes indiquent les différences significatives entre

les traitements (C, P et L) au jour 20 de prélevement (j20).
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Figure 29. Comparaison des niveaux d’expression des six genes étudiés : Ostéocalcine
(OSTEO), Protéine de choc thermique (HSP70), Interleukine 18 (IL1f3), Catalase (CAT),
Glutathion peroxydase (GPX) et Super-oxyde dismutase (SOD) chez les larves de bar dans la
deuxieme expérience au jour 41. Les niveaux de transcription de ces genes ont été analysés
par qRT-PCR chez les larves nourries avec un aliment sans probiotique (C) ou avec un
aliment supplémenté¢ par ['un des probiotiques (Lactobacillus casei (L) ou Pediococcus
acidilactici (P)). Les résultats d'analyse qRT-PCR ont été normalisées par rapport au gene de
ménage Efl. Chaque barre représente les niveaux d'expression relative moyenne de trois
répétitions biologiques. Les différences statistiques ont été déterminées a l'aide du test de
Neuman-Keuls (p <0,05). Les lettres différentes indiquent les différences significatives entre

les traitements (C, P et L) au jour 41 de prélevement (j41).
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VI. Etude de l'effet de deux bactéries (P. acidilactici et La. casei) sur

I'histopathologie des larves de bar

L’étude anatomo-pathologique a porté sur les trois groupes de larves de bar prélevées dans la
deuxieme expérience et nourries soit avec un aliment supplémenté par I'un des deux
probiotiques Pediococcus acidilactici (P) ou Lactobacillus casei (L), soit avec un aliment de
controle sans probiotique (C). Un total de 17 % des larves prélevées aux jours 20, 41 et 62 a
partir du groupe C présentaient des malformations de la colonne vertébrale. Le taux
d’incidence de ces malformations était de 17%, 11% et 28% respectivement dans les trois
groupes C, P et L. L’analyse statistique avec le test de x* a montré que la différence des taux

de malformation était significative entre les groupes P et L (Tableau 19).

En ce qui concerne I’aspect histologique des déformations de la colonne vertébrale, nous
avons constaté qu’elles étaient nettement observées chez les larves au jour 62. Ces
déformations sont apparues hétérogenes tant dans la localisation (cervicale, lombaire et
caudale) que dans le type des courbures (cyphose, lordose et scoliose). Néanmoins, les aspects
histologiques des flexions de la notochorde étaient homogenes, caractérisés par des tailles
irrégulieres des cellules de la notochorde qui ménageaient des lacs €osinophiles entre elles

(aspect 1ésionnel) (Figure 30).

120



RESULTATS

Tableau 19. Taux d’incidence des caractéristiques anatomo-pathologiques des organes observés
chez les larves de bar. Les données des déformations vertébrales sont cumulées a partir des
observations aux jours 20, 41 et 62, les niveaux moyens des stades de la minéralisation (notés par
différents stades §) ont été comparés entre les régimes aux jours 41 et 62 avec le test de Kruskal-
Wallis suivi par le test de Dunn. Au jour 62, les individus ayant une ossification complete et
normale ont été comptés dans chaque groupe ; Des inflammations ont été observées aux jours 41 et
62 ; par contre elles étaient absentes au jour 20. Le test XZ a été remplacé par le test de Fisher
lorsque des classes contenaient moins de cinq individus (les niveaux significatifs sont indiqués par
des ¢étoiles, alors que 1’absence de différence significative est notée par n.s.). Les lettres en

exposant indiquent les différences significatives entre les régimes alimentaires (C, P et L).

Régime C P L
Conformation (nombre total de larves observées) 46 56 50
Taux d'incidence des malformations vertébrales 0.17% 0.11° 0.28"
Comparaison avec le groupe L (x° probabilité) 0.22 n.s. 0.02* -
La minéralisation au jour 41
Nombre total de larves observées 15 16 15
Rang moyen de l'ossification § 25°+03 16"+ 2.6" +
0.2 0.2

La minéralisation au jour 62
Rang moyen de I’ossification (les cas anormaux sont exclus) 6.6+0.7 7.6+0.8 68+0.8

§

Nombre de larves avec une minéralisation anormale 3 0 4
Nombre total de larves observées 15 15 16
Taux d'incidence de la minéralisation incomplete ou anormale 0.87% 0.40° 0.81*
Comparaison avec le groupe P (test de probabilité de Fisher) 0.03* - 0.03*
Inflammation au jour 41 (nombre de larves observées) 19 20 20
Taux d'incidence des 1ésions inflammatoires 0.26 0.05 0.10
Comparaison avec le groupe C (test de probabilité de Fisher) - 0.09n.s.  0.24 n.s.
Inflammation au jour 62 (nombre de larves observées) 20 20 20
Taux d'incidence des 1ésions inflammatoires 0.45 0.35 0.40

§ : Classement par stade d’ossification: (1) absence de minéralisation ; (2) minéralisation de la
bouche et de ’opercule ; (3) multifocale du crane ; (4) les premieres vertebres ; (5) la moitié des
vertebres ; (6) les 3% des vertebres ; (7) les rayons de la nageoire dorsale; (8) les rayons de
plusieurs nageoires ; (9) les rayons des nageoires dorsale, pelvienne, anale et pectorale ; (10)
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minéralisation complete (voir figure 31).
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Figure 30. Coupes sagittales de larves de bar a j62 colorées a I’hémalun éosine safran. A :
Aspect normal de ’axe vertébral. B : Aspect l1ésionnel due a la déformation de I’axe vertébral
: Au point d’inflexion, les cellules de la notochorde sont de tailles irréguliéres et ménagent

des lacs éosinophiles (fleche) entre elles.

Les résultats de la double coloration des larves de bar au bleu alcian et au rouge d’alizarine
ont montré une initiation de I’ébauche du processus de la minéralisation chez les larves au
jour 41, avec les premiers signes de calcification autour de la bouche et dans les opercules
(Figure 31 A). Apres analyses statistiques nous avons noté a j41 un retard significatif du rang
moyen de calcification chez le groupe P (1,6 £ 0.2) par rapport aux deux autres groupes (C :
25+03;L:2,6+0,2; Tableau 19). Au sein de ce méme groupe (P), ce retard a été récupéré
au jour 62 et seulement 6 larves parmi les 15 n’ont pas pu compléter la minéralisation
normale (Figures 31 B et 31 C, Tableau 19). A cette méme date (jours 62), I’ossification
restait largement incomplete ou anormale dans les groupes C et L (13 larves sur les 15 ou 16
étudiées dans chacun des groupes C et L, respectivement). Cette ossification anormale
observée dans ces deux groupes a consisté en un développement asynchrone, marquée par une
calcification de ’axe vertébral et les rayons de la nageoire caudale, alors que le processus

était retardé dans les autres nageoires et dans le crane.
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Figure 31. Double coloration des larves de bar au bleu alcian et au rouge d’alizarine. A : larve
au jour 41 avec les premiers signes de calcification autour de la bouche et dans les opercules.
B : larve au jour 62 montrant un stade intermédiaire de développement du squelette. C : larve

au jour 62 avec une ossification presque complete.

Au jour 20, nous n’avons constaté aucune lésion chez les larves, mais des lésions multifocales
musculaires sont apparues au jour 41 sous forme de foyers de 50 um de diameétre environ,
centrés sur des fibres musculaires nécrotiques infiltrées par de nombreuses cellules
inflammatoires mononuclées (Figure 32). A ce stade, 5 individus parmi les 19 étudiés pour le
groupe C montraient des signes d’inflammation musculaire (taux d’incidence des 1ésions :
0,26), tandis que cette proportion était seulement de 1 sur 20 pour le groupe P (taux
d’incidence des I¢ésions : 0,05) et de 2 sur 20 pour le groupe L (taux d’incidence des Iésions :
0,10 ; Tableau 19). Ces résultats ne sont pas suffisants pour conclure quant a I’hypothése d’un
effet anti-inflammatoire des deux bactéries lactiques Pediococcus acidilactici (P) et
Lactobacillus casei (L), d’autant plus que les valeurs du taux d’incidence de I’inflammation
au jour 62 variaient entre 35 et 45% dans les 3 groupes, sans que les différences soient

significatives (Tableau 19).
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Figure 32. Lésion des tissus musculaires : nécrose avec apparition des cellules inflammatoire

mononucléaires chez les larves de bar au jour 62.
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DISCUSSION

CHAPITRE I : SELECTION ET CARACTERISATION
DES BACTERIES LACTIQUES A EFFET ANTI-VIBRIO

I. Isolement et identification des souches de Vibrio par PCR Multiplexe

Les résultats développés dans le présent travail ont montré que la flore cultivable associée aux
larves de bar est dominée par le genre Vibrio. Nous avons pu isoler deux especes : V.
alginolyticus et V. parahaemolyticus. Ces résultats s’accordent avec les données de la
littérature, qui rapporte la prédominance des Vibrio chez les poissons d’élevages malades (par

exemple : Bakhrouf et al., 1995 ; Austin et Austin, 1999 ; Alicia et al., 2005).

V. parahaemolyticus est une espece fréquemment rencontrée lors de mortalités survenant dans

les élevages larvaires de crevettes (Lightner et Redman , 1998).

La souche V. alginolyticus a été caractérisée par Balebona et al. en (1998) comme souche
pathogene pour les poissons. En effet, ces chercheurs ont montré que la dose 1étale qui tue
50% des poissons (Sparus aurata) varie entre 5,4 10* et 10° UFC g de poids de poisson.
D’aprés (Santos et al., 1988), si la DL50 varie entre 10* 2 10° UFC g de poids de poisson, la
souche est considérée comme trés virulente et si la DL50 varie entre 10° 2 10° UFC g'1 de
poids de poisson, la souche est a virulence modérée. Alors que si la DL50 est supérieure a 108
UFC g de poids de poisson, la souche est considérée comme non virulente. Par ailleurs
Gomez-Gil et al., en (2000) ont rapporté que certaines especes de Vibrio par exemple V.

alginolyticus sont connues comme souches probiotiques.

La caractérisation biochimique des Vibrio isolés, basée sur un systtme commercialisé (Api
20E), a permis de distinguer cinq biotypes de V. alginolyticus et deux biotypes de V.
parahaemolyticus. A cause de la grande variabilité des caracteres biochimiques des isolats de
Vibrio selon leur état physiologique, ces méthodes phénotypiques classiques posent un
probléme dans I’identification des bactéries (O’Hara et al., 2003). Le développement des
techniques moléculaires basées sur la PCR pour la détection des Vibrio spp. dans les aliments
et les échantillons cliniques permet une classification plus satisfaisante. Di Pinto et al. en
2005 ont développé une technique PCR basée sur la détection du gene de la collagénase. Elle

permet la détection spécifique de trois especes de Vibrio : V. alginolyticus, V.
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parahaemolyticus et V. cholerae. Les collagénases sont des enzymes capables de rompre les
liaisons peptidiques du collagene. Elles facilitent la destruction des structures extracellulaires
lors de la pathogenese bactérienne. Par exemple, chez V. mimicus, une collagénase provoque
une augmentation de la perméabilité vasculaire et induit la formation d’cedémes (Chowdhury
et al., 1991). Des collagénases qui sont responsable de la dégradation du collagéne de 1’hote
ont été décrites dans des travaux de recherches telles que (Vac) chez V. alginolylicus
(Takeuchi et al., 1992) et (VppC et PrtV) chez V. parahaemolyticus (Kim SK et al., 2002 ; Yu
et Lee K, 1999).

I1. Sélection des bactéries lactiques a effet antagoniste contre les Vibrio

La sélection des candidats probiotiques parmi les bactéries lactiques isolées est apparu
possible avec le processus de sélection simplifié proposé par Vine et al., (2006). Les
surnageants des isolats ont été testés pour leurs pouvoirs antimicrobiens contre les souches de
Vibrio. Parmi 55 souches des bactéries lactiques, nous avons trouvé 15 souches qui ont un
effet antagoniste variable en fonction de la souche indicatrice. La plupart des souches
sélectionnées appartiennent au genre Lactobacillus telles que : La. casei, La. dextrinicus et
La. plantarum. Deux isolats seulement appartenant au genre Leuconostoc ont été sélectionnés,
dont la souche TGO avec une activité antagoniste tres faible. Cette souche présente une zone
d’inhibition tres faible alors que le pH de son surnageant est légerement plus élevé que celui
des autres souches (pH=4,48). Cependant, il ne semble pas y avoir de relation directe entre
I’activité antagoniste et le pH du surnageant des isolats. Dans cette étude, la nature des
compos¢€s antimicrobiens n’a pas ¢€té caractérisée. L’activité antagoniste des souches
sélectionnées peut €tre lie soit au pH acide des surnageants (Tejero-Sarinena et al., 2012),
soit a leur capacité a synthétiser des molécules a action bactéricide/bactériostatique telles
que : les acides organiques (Reinheimer et al., 1990), le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de
carbone, le diacétyle, et les bactériocines (Dimitonova et al., 2007). Ces antimicrobiens

inhibent la croissance des micro-organismes pathogenes (Ouwehand et Vesterlund, 2004).
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III. Test de caractérisation biochimique, enzymatique et physiologique des

bactéries lactiques a effet anti-Vibrio

L’¢tude des caractéres enzymatiques des bactéries lactiques sur milieu gélosé montre que
toutes ces souches excretent de la caséinase mais ne sont pas hémolytiques. Ces exoenzymes
sont décrites comme facteurs de virulence chez les bactéries (Balebona et al., 1998). Ces
protéases produisent les nutriments essentiels pour certains micro-organismes. Cependant, la
production des protéases bactériennes peut contribuer a la pathologie infectieuse, et elles sont
donc considérées comme des facteurs de virulence chez les souches pathogenes. Selon Maeda
et Yamamoto (1996), les protéases facilitent la propagation des bactéries pathogenes dans les
tissus, en dégradant les protéines de I’hdte pour fournir des nutriments facilement disponibles
pour la croissance bactérienne. Par ailleurs, la production de protéases est également
fréquente chez des souches non pathogenes, par exemple la caséinase qui est une enzyme
secrétée par la plupart des bactéries lactiques. Cette enzyme hydrolyse la caséine du lait en
peptides de petite taille et en acides aminés qui sont ensuite repris par ces microorganismes
comme source d’énergie (Fernandez-Espla et al., 2000 ; Harris et al., 2003). L’analyse avec
I’indice de Bray-Curtis appliqué aux caracteres enzymatiques des bactéries potentiellement
probiotiques nous a montré que les profils enzymatiques des isolats se répartissaient dans le
dendrogramme (Figure 9) généralement selon les caractéristiques de I’espece La. plantarum
(Samolada et al., 1998) et de I’espece La. casei (Charteris et al., 2001). Il reste cependant les
phénotypes atypiques de souches La. casei BXI et La. plantarum O32, dont la capacité

adhésive était déja distinctive de celle des autres membres de 1’espece correspondante.

La survie des bactéries lactiques dans I’eau de mer est un facteur important pour 1’application
des probiotiques en aquaculture marine (Vazquez et al., 2003). Nos résultats s’accordent avec
ceux d’Abriouel et al. qui ont montré en 2012 que la plupart des souches Lactobacillus et

Leuconostoc peuvent croitre a une concentration en NaCl de 6,5%.

L’¢étude par SDS PAGE unidimensionnelle des protéines secrétées par les bactéries lactiques a
montré que toutes les souches sécrétaient des protéines, mais avec une diversité variable dans
la distribution des masses moléculaires. Apres analyse du gel, nous avons observé deux
groupes des isolats qui présentent le méme profil protéique et constitué chacun par trois
protéines de taille différentes : le premier groupe contenant les souches La. casei : (X4, X2 et

X6) et La. plantarum: (611) et le deuxieme groupe qui rassemblent les bactéries Le.
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Mesenteroides : (B31) et La. plantarum: (XIG et BR611). En comparant les profils
enzymatiques des isolats du premier groupe obtenus par SDS PAGE et ceux qui proviennent
des galeries API ZYM, on peut remarquer que les souches La. casei X4, X2 et X6 sont
rapprochées dans le dendrogramme de similarité (Figure 9). Concernant la souche 611,
caractérisée comme La. plantarum, bien qu’elle ait le méme profil d’excrétion protéique SDS
PAGE que le groupe précédent, elle apparait tres dissimilaire par son profil enzymatique API
ZYM. Pour les bactéries Le. Mesenteroides : (B31) et La. plantarum : (XIG et BR611), leurs
caractérisations enzymatiques par API ZYM sont presque similaires, de méme que leurs
profils SDS PAGE. Le profil SDS PAGE de la souche Leuconostoc sp. (TGO) est apparu
particulierement diversifié en le comparant aux autres. En utilisant la caractérisation
enzymatique API ZYM, cette souche est tres dissimilaire des deux groupes principaux

correspondant aux especes La. casei et La. plantarum.

IV. Etude de I'adhésion des souches sélectionnées

L’¢tude de la formation de biofilm et de I’adhérence a la surface abiotique des bactéries
lactiques ayant un effet anti-Vibrio constitue une étape importante dans le processus de
sélection des bactéries probiotiques. En effet, les souches adhérentes peuvent coloniser
I’intestin et entrent en antagonisme avec les bactéries pathogenes (Servin et Coconnier, 2003).
La recherche des souches qui possedent un effet adhésif commence par test phénotypique sur
gélose CRA afin de voir leur capacité de former un film bactérien. Selon Freeman et al.,
(1989) et Subashkumar et al., (2006), les bactéries qui apparaissent de couleur noires sur
CRA, elles sécretent une matrice adhésive. Cette matrice est constituée par le glycocalyx,
présent a la surface des bactéries dans leur milieu naturel et sa production favorise 1’adhésion
de la bactérie. Nos résultats ont montré qu’aucune des souches ne sécrétaient cette matrice.
Par contre, Kloos et Bannerman en (1994) et O’Gara et Humphreys en (2001) ont signalé une
formation de glycocalyx par toutes les souches de Staphylococcus spp. associées a des
infections par des dispositifs biomédicaux. Le test de pouvoir adhésif des souches
potentiellement probiotiques a la surface abiotique a montré que les souches identifiées
comme La. casei : (X2, X4, X5, X6, F2p, BR51 et B3p) sont adhérentes, a I’exception de La.
casei BXI, tandis que les autres souches étaient faiblement adhérentes ou non adhérentes, sauf
La. plantarum O32, qui est apparu fortement adhérente. D’apres (Wong et al., 2002), la

formation de biofilm sur des surfaces abiotiques commence par 1’attachement des bactéries au
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moyen de pili, flagelles ou d’autres structures externes, suivi de la production des
exopolysaccharides pour former le glycocalyx. Plusieurs facteurs physico-chimiques et
biologiques affectent 1’adhérence des bactéries au polystyréne ou a d’autres surfaces,
notamment 1’hydrophobicité extérieure de la bactérie, les substances extracellulaires
polymériques, 1’état physiologique bactérien, la concentration en électrolytes du milieu, la
charge de la surface, ainsi que la vitesse d’essaimage (Van Loosdrecht et al., 1987 ; Marshall
et al., 1971 ; Characklis, 1990). Kogure et al. (1998) ont rapporté que ’attachement de V.

alginolyticus sur les surfaces en verre dépendait de la vitesse d’essaimage.

V. Caractérisation phylogénétique de souches de bactéries lactiques

présentant un fort antagonisme contre les souches de référence

La caractérisation phylogénétique de bactéries lactiques par ARDRA a montré que les deux
souches 032 et BXI, ayant déja un caractere distinctif pour leur capacité adhésive sur plaque
en polystyrene, sont aussi tres dissimilaires dans le dendrogramme généré a partir du gel
ARDRA (figure 13). La caractérisation génétique par ARDRA indique que ces deux souches
appartiennent aux especes La. plantarum et La. casei, respectivement. Nous avons remarqué
aussi que le profil ARDRA de la souche La. casei BR51 apparait proche de ceux des souches
de La. plantarum (611, X1G, BR611 et O32), mais apres séquencage de son gene ARNr 168,
elle apparait appartenir a I’espece La. casei. Ce phénomene est probablement associé a un

artéfact survenu lors I’expérience.

VI. Test de challenge des bactéries lactiques a effet anti-Vibrio avec les

nauplius d’Artemia

Servin (2004) a rappelé qu’il était difficile d’extrapoler les effets antagonistes des bactéries
lactiques observés in vitro a la situation rencontrée dans 1’intestin in vivo. En effet, la
microflore résidente du mucus et le flux péristaltique intestinal peuvent modifier I’adhérence
des lactobacilles exogenes. Pour s’assurer que les activités antagonistes observées in vitro se
développent également in vivo, il est nécessaire d’utiliser des modéles d’infections

expérimentales sur animaux.

Afin de valider le potentiel probiotique, nous avons testé in vivo six bactéries lactiques pour
leur effet antagoniste contre V. alginolyticus sur des nauplius d’Artemia. Nos résultats ont
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montré que les souches testées ont un effet antagoniste variable contre V. alginolyticus,
précisant ainsi les observations in vitro sur gélose en boite de Petri avec des souches de
Vibrio. Ces micro-organismes ont ¢galement amélioré la croissance d’Artemia, peut-étre en
fournissant des facteurs de croissance comme des vitamines, des acides gras volatiles ou des
acides aminés (Balcazar et al., 2006a). Parmi les souches testées nous avons trouvé que la
souche La. plantarum 611 était la moins efficace, et elle a donné un nombre de survivants tres
faible par rapport a ceux obtenus avec les autres bactéries lactiques. L’espéce La. plantarum a
été écartée bien qu’elle comprenne la souche B3G. Cette derniére souche avait amélioré la
survie des larves de turbot lorsqu’elle avait été testée contre un Vibrio pathogene (Gatesoupe,
1994). En se basant sur les résultats d’analyse de la survie au jour n°S5, nous avons pu
sélectionner trois souches La. casei BR51 et X2, et La. dextrinicus BR743, qui amélioraient
significativement le taux de survie d’Artemia. Par ailleurs, lorsque la souche de bactérie
lactique était distribuée aux nauplius sans aliment et sans V. alginolyticus, les deux souches
BR51 et X2 ont permis de maintenir la survie des nauplius au jour n°6 a environ de 30% et
20%, respectivement. La souche BR743 a été écartée en raison de la mortalité totale
d’Artemia en fin d’expérience. Apres analyse des résultats de 1’effet de bactéries lactiques sur
la croissance d’Artemia, nous avons remarqué qu’en présence de V. alginolyticus, la souche
X2 a donné une meilleure croissance d’Artemia par rapport a celle obtenue avec BR51. En
rassemblant les résultats de survie et de croissance, on peut conclure que la souche La. casei
X2 a donné les meilleurs résultats lors de cette expérience. Cette souche semble donc la

mieux adaptée a un traitement probiotique pour Artemia.
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CHAPITRE II : EVALUATION DES EFFETS DE (P.
ACIDILACTICI (MA 18/5M) ET LA. CASEI (X2)) SUR
LES LARVES DE BAR

I. Incorporation de deux bactéries (P. acidilactici MA 18/5M ou La. casei X2)

dans I’aliment composé

Les résultats obtenus précédemment nous ont permis de choisir la souche X2 pour évaluer ses
effets sur les larves de bar en les comparant avec ceux obtenus avec une autre souche déja
commercialisée sous le nom de Bactocell (Pediococcus acidilactici MA 18/5M). Des
I’ouverture de la bouche, les larves sont alimentées avec I'une des deux souches incorporées
dans un aliment composé, tout en conservant un aliment sans probiotique pour un troisieme
groupe de contrdle. Aprés incorporation dans I’aliment, nous avons trouvé dans la premiére
expérience une dose de 1,35 10° UFC g'1 d’aliment pour la souche de La. casei et 1,12 10°
UFC g d’aliment pour la souche de P. acidilactici. Alors que dans la deuxiéme expérience,
les doses de probiotique trouvées dans I’aliment sont : 1,8 10’ UFC g' d’aliment pour la
souche La. casei et 3,4 10’ UFC g d’aliment pour P. acidilactici. Ces résultats confirment

I’efficacité du protocole d’incorporation qui a ét¢ utilisé par Castex et al. en 20009.

II. Influence de P. acidilactici et La. casei sur la flore bactérienne des larves

de bar

Le décuplement de la concentration des bactéries lactiques entre les deux expériences a été
décidé en raison de la faible dose de ces isolats trouvée dans la premiere expérience. En effet,
la dose est un facteur important pour I’efficacité de probiotiques (Nikoskelainen et al., 2003;
Tovar-Ramirez et al., 2004). A une dose des probiotiques de 1’ordre de 10’ UFC g dans
I’aliment, nous avons pu isoler a partir des larves a j20 des bactéries lactiques avec des
concentrations de 1’ordre de 10° UFC par 20 larves nourries avec P. acidilactici et de 10° UFC
par 20 larves alimentées avec La. casei, alors qu’elles n’étaient pas détectées dans la premicre
expérience a j18, avec une concentration en probiotique 10 fois inférieure dans 1’aliment. Au
jour 45, la concentration des bactéries lactiques était de I’ordre de 10> UFC par 20 larves

traitées avec un probiotique, alors que ces concentrations atteignaient environ 10% et 10* UFC
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par 20 larves nourries avec respectivement P. acidilactici et La. casei a j40 dans la deuxieéme

expérience.

Ce changement de concentration en probiotiques semble avoir eu peu d’effet sur la charge
bactérienne cultivable dans les larves dans les deux expériences, avec une moyenne de 1’ordre
de 10*-10° UFC par 20 larves, excepté dans la premiere expérience ou cette concentration
atteignait 10° UEC par 20 larves du groupe de contrdle a j45. A cette méme date de
prélévement la flore vibrionacée était de I’ordre de 10° UFC par 20 larves du groupe controle,
et seulement de 1’ordre de 10° UFC par 20 larves traitées avec les probiotiques. A j18,
I’inhibition des Vibrio était encore plus nette avec La. casei, puisqu’aucune colonie n’avait été
détectée sur milieu TCBS. Cependant, de telles différences significatives n’ont pas été
observées lors de la deuxieme expérience. Rollo et al. en (2006) ont rapporté une réduction de
la microflore totale chez les larves de daurade nourries avec deux bactéries lactiques La.
fructivorans et La. plantarum. De plus Villamil et al. en (2010) ont montré que P. acidilactici
inhibait in vitro la croissance des Vibrio splendidus pathogenes. Dans notre étude, nous avons
pu observer in vitro 1’effet inhibiteur de deux probiotiques (La. Casei et P. acidilactici) dans
la premiere expérience, mais pas dans la seconde, lorsque la concentration en probiotiques
était plus élevée. Une grande variabilité dans la flore cultivable associée aux larves de
poissons a été constatée entre des réplications dans une méme écloserie, par exemple par
Fjellheim et al. (2012). II est donc important de répéter plusieurs fois les expériences avant de

pouvoir évaluer I’impact des traitements probiotiques sur la flore associée.

III. Etude par DGGE de l'influence de P. acidilactici et La. casei sur la flore

bactérienne des larves de bar

Si on considere les profils microbiens associés aux larves de bar, les phylotypes dominants de
Vibrio étaient différents entre le groupe nourri avec P. acidilactici et les deux autres groupes.
Récemment, Dans les travaux de Ferguson et al. en 2010, cette méme souche a également
affecté les profils de la communauté bactérienne intestinale du tilapia du Nil en grossissement
et elle est restée parmi les phylotypes dominants plusieurs jours apres le retour au régime
témoin. Dans notre expérience, P. acidilactici était présent chez les larves de bar avec une
concentration faible, mais I’espeéce n’a pas été¢ détectée clairement dans les profils bactériens

obtenus par DGGE, en raison d’une autre unité taxonomique opérationnelle qui a migré a la
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méme position. La souche La. casei n’a pas affecté de maniere significative la structure de la
communauté bactérienne chez les larves bien qu’elle soit apparue au jour 45 avec une
concentration plus élevée par rapport a P. acidilactici. De plus, nous avons remarqué qu’il y
avait une forte dominance d’une bande correspondant a cette souche dans les produits de la
RT-PCR pour le groupe nourri avec La. casei. Il est possible que cette souche ait été active
dans les larves de ce groupe, mais une autre unité taxonomique non identifiée a migré au
méme endroit en DGGE, et cette bande était aussi présente dans les deux autres groupes.
L’utilisation de I’ARN pour étudier les profils de la communauté bactérienne permet de
mettre en évidence les phylotypes a forte activité transcriptionnelle (Navarrete et al., 2012).
Cependant, en ce qui concerne la souche P. acidilactici, son effet sur la communauté
bactérienne était clairement visible lorsqu’on a comparé les profils obtenus avec ’ADN
génomique, mais dans une moindre mesure avec les profils obtenus a partir des produits de
RT-PCR. Les différences observées entre les profils aux jours 20 et 30 témoignent d’une

fluctuation au cours de temps de la flore associée aux larves, en particulier avec I’ADNc.

IV. Influence de P. acidilactici et La. casei sur la croissance des larves de bar

L’¢évaluation de I’effet des deux bactéries lactiques sur la croissance des larves de bar a
montré qu’elles ont pu stimuler d’une manicre significative la croissance en longueur des ces
larves aux jours 30 et 45 lors de la premiere expérience. Cependant aux jours 22 et 20, seule
la souche La. casei qui a donné une amélioration significative de la longueur des larves dans
la premicre et la seconde expérience. De plus, ces deux probiotiques (La. casei et P.
acidilactici) ont pu stimuler d’une maniere significative la croissance en poids des larves
pendant la premiére quinzaine de jours d’alimentation dans les deux expériences. Récemment,
une ¢étude similaire a montré un gain du poids significatif chez les larves d’oscar (Astronotus
ocellatus) traitées avec P. acidilactici MA 18/5 M (Safari et Atash, 2013). En effet, Ce
probiotique peut contribuer a I’amélioration de 1’état de santé¢ des animaux en modifiant la
réponse immunitaire, en stimulant la production d’enzymes digestives, ou en influant sur
I’anatomie de tube digestif, sur la communauté bactérienne associée, et sur I’environnement
intestinal, ce qui peut se traduire par une amélioration des performances de croissance

(Picchietti et al., 2008 ; Nayak et al., 2010a).
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V. Etude par PCR quantitative en temps réel de I'effet des deux traitements
probiotiques (P. acidilactici et La. casei) sur l'expression de genes

marqueurs de développement et de la santé des larves de bar

Pour lutter contre les radicaux libres qui proviennent du stress oxydatif, les larves développent
un systéme de défense impliquant I’activité d’enzymes antioxydantes. Le niveau d’expression
des génes SOD, GPX et CAT peut ainsi révéler un stress oxydatif. L’activité enzymatique de
la superoxyde dismutase (SOD) consiste a convertir 1’anion superoxyde en peroxyde
d’hydrogeéne et en oxygene, et la SOD est une des plus importantes enzymes cellulaires
possédant une fonction antioxydante. C’est I’enzyme antioxydante « anti-O, » la plus
importante dans toutes les cellules et elle intervient également dans la capacité des phagocytes
a détruire les bactéries pathogenes (Son et al., 2009). Lorsque la concentration en peroxyde
d’hydrogene résultant de 1’activit¢é de SOD est assez importante, la catalase catalyse la
réaction de détoxification du H,0,. Le groupe traité avec P. acidilactici a montré un niveau
d’expression de géne CAT significativement plus faible que celui du groupe de contrdle au
jour 20, suggérant ainsi une limitation du stress oxydatif due au probiotique. L’analyse de ces
résultats a montré que la bactérie P. acidilactici est plus efficace que La. casei dans la
régulation du stress oxydatif. L’effet de P. acidilactici sur la réponse de la crevette
(Litopenaeus stylirostris) a un stress oxydatif a été évalué précédemment par Castex et al. en
2009 lors d’une infection de Vibrio nigripulchritudo, ces auteurs ont trouvé une limitation de
I’activité antioxydante des enzymes SOD et CAT chez les individus traités avec le
probiotique. De plus, Coves et al., en (2011) ont testé cette méme souche sur des larves de
thon rouge et ils ont trouvé qu’elle a un effet antioxydant et cela a été confirmé par une sous-

expression du gene glutathion peroxydase (GPX) chez les larves nourries par P. acidilactici.

Au jour 20, le niveau d’expression du géne HSP70 dans les larves était similaire entre les trois
groupes. Cependant, nous avons observé que la souche P. acidilactici a induit chez les larves
a j41 une surexpression significative de ce géne par rapport au traitement avec La. casei. Les
genes HSP, notamment HSP70, jouent un role essentiel dans la tolérance au stress. En effet,
ils agissent soit sur le repliement et la réparation des protéines altérées, soit au contraire par
leur élimination en évitant ainsi I’accumulation des dommages (Wang W et al., 2004).
L’expression du géne HSP70 est impliquée dans de nombreux processus biologiques non

seulement liés a I’¢lévation de la température, mais aussi a de fortes densités de poissons, a un
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choc chimique ou encore aux infections virales ou bactériennes (Gornati et al., 2004 ; Avella
et al.,, 2010a, b). Ainsi, pour évaluer ’effet d’un traitement probiotique, le biomarqueur
HSP70 est efficace en conditions stressantes comme celles du test du pH qui a été réalisé par
Rollo et al. en 2006 sur des larves de daurade. Ces chercheurs ont montré lors de ce test une
induction du géene HSP70 suite a I’administration de deux probiotiques (La. Fructivorans et

La. plantarum) chez ces larves.

En ce qui concerne le gene IL-1B, nous avons remarqué au jour 20 une surexpression
significative dans le groupe traité par P. acidilactici par rapport aux deux autres traitements.
A I'inverse, Coves et al. (2011) ont testé la méme souche P. acidilactici sur des larves de thon
rouge et ils ont trouvé une sous-expression significative du géne IL-1p au jour 15 dans les
larves traitées par ce probiotique par rapport groupe de contrdle. L’interleukine 1 est un
acteur majeur dans la réponse immunitaire des poissons et des mammiferes. Il est sécrété par
les macrophages, les cellules endothéliales et certaines cellules épithéliales, et engendre des
effets inflammatoires (Secombes et al., 2001). Il s’agit d’un médiateur clé en réponse a
I’invasion microbienne et des lésions tissulaires, et il peut stimuler les réponses immunitaires
en activant les lymphocytes ou en induisant la libération d’autres cytokines capables d’activer

les macrophages, les cellules NK et les lymphocytes (He et al., 2011).

Au jour 20, nous avons observé que le niveau d’expression du gene ostéocalcine dans les
larves traitées par La. casei était significativement plus élevé que dans les deux autres
groupes. Au jour 41, P. acidilactici a induit une sous-expression de ce biomarqueur par
rapport au groupe de contrdle. Ces deux bactéries lactiques ont donc une action différente sur
la production de I’ostéocalcine au cours du développement. L’ostéocalcine est une protéine
non collagénique de la matrice osseuse. Elle est le reflet de 1’activité ostéoblastique. C’est
donc un biomarqueur de la formation osseuse. Sa synthese dépend de la vitamine K qui

favorise la fixation du calcium par les os (Schurgers et al., 2007).

VI. Etude histopathologique de 'effet de deux traitements probiotiques (P.

acidilactici et La. casei) sur le développement des larves de bar

L’¢étude histopathologique de 1’effet de deux traitements probiotiques (P. acidilactici et La.
casei) sur le développement des larves de bars de la deuxieme expérience a montré a la fin de

notre expérience (j62) une forte incidence de malformations vertébrales avec le groupe traité
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par La. casei, alors que le groupe alimenté avec P. acidilactici a comblé le retard dans
’ossification et présentait une ossification normale et compléte. Il semble donc que les deux
bactéries lactiques influencent différemment et indirectement le phénomene d’ossification,
impliquant éventuellement des mécanismes de D’absorption du Ca2* au moment de
’ossification de la colonne vertébrale (Darias et al., 2011). En effet, un défaut d’absorption du
minéral et son administration dans un régime conduit en quelques jours a une ossification tres
perturbée. La méme souche de P. acidilactici a réduit I’incidence du syndrome de
compression vertébrale de la truite arc-en-ciel (Aubin et al., 2005). Récemment, une réduction
des déformations de la colonne vertébrale a été signalée chez le bar par Autin et al. en 2012
dans une écloserie commerciale en Grece, ol le méme probiotique était utilisé. Une
amélioration de la conformation de la colonne vertébrale a été observée par Frouél et al. en
2008 chez les juvéniles de bar alimentés avec une préparation utilisant un mélange de
Lactobacillus. Plusieurs bactéries lactiques semblent exercer un effet bénéfique sur le
développement osseux chez les poissons. Ce n’est cependant pas le cas de la souche La. casei
X2, malgré son effet sur la stimulation de la croissance précoce des larves a j20. Des études
approfondies portant sur la régulation de la croissance au cours du développement semblent
donc nécessaires pour qualifier les candidats probiotiques pour larves de poisson. Chez la
souris, Sjogren et al. (2012) ont montré récemment que la microflore intestinale régulait la
croissance osseuse, et ces auteurs ont proposé un mécanisme lié a la décroissance de
I’expression de cytokines inflammatoires. Il serait donc particulierement intéressant de
rechercher chez la larve de bar s’il existe un lien entre les effets de P. acidilactici sur la

réponse immunitaire et le développement osseux.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les probléemes d’épizooties observées chez les stades larvaires et adultes de bar et de daurade
dans les fermes aquacoles nous ont incités a rechercher les germes susceptibles d’étre
pathogenes pour ces poissons. Des études antérieures ont montré que des souches de Vibrio
sont responsables de ces épizooties mortelles chez les poissons d’élevage engendrant ainsi des
pertes économiques énormes. En Malaisie, les souches de V. parahaemolyticus et V.
alginolyticus ont été caractérisées comme des agents pathogenes importants en provoquant
des maladies chez les poissons (Leong, 1992). Les travaux de recherches a Taiwan (Lee KK,
1995), en Thailande (Danayadol, 1999) et en Chine (Li et al., 2010) ont montré que ces deux
bactéries causent chez deux especes de mérou (Epinephelus malabaricus et Epinephelus
coioides) une maladie appelée «vibriose». D’autres études ont été faites sur la pathogénicité
de ces bactéries sur les poissons par exemple : Alcaide et al., en (1999) ont montré qu’une
concentration de V. parahaemolyticus de 10° UFC/poisson est considérée comme une dose
1étale qui tue 50% des poissons (Aphanius iberus). De plus (Ben kahla-Nakbi et al., 2006) ont
démontré qu’une concentration de 10* UFC/mL de deux souches V. alginolyticus (VL13 et
VD5), injectée par voie intrapéritonéale aux poissons de bar et de daurade, a aboutie a une

mortalité de I’ordre de 60% des poissons.

Dans notre étude, nous avons pu isoler a partir des larves de bar et de daurade 10 souches de
V. alginolyticus et 5 souches de V. parahaemolyticus caractérisées par Api 20E. Apres une
PCR Multiplex appliquée a ces isolats, nous avons identifié six especes du genre Vibrio
associées aux larves dont 3 V. alginolyticus et 3 V. parahaemolyticus qui possedent le gene
qui code pour la collagénase. Les collagénases produites par ces deux souches peuvent jouer
un role dans la virulence de ces bactéries. Ces métalloprotéases dégradent le collagene,
protéine qui forme le tissu conjonctif entre les muscles et d’autres organes et tissus. En
perturbant I’intégrité tissulaire, ces enzymes permettent la diffusion des bactéries dans les
tissus (Harrington, 1996 ; Lee JH et al., 2005). Des études porté sur les collagénases de V.
alginolyticus (Vac) (Takeuchi et al., 1992) et V. parahaemolyticus (VppC et PrtV) (Kim SK et

al., 2002 ; Yu et Lee K, 1999) ont montré que ces métalloprotéases hydrolysent les protéines

de la matrice extracellulaire tissulaire et engendrent la dégradation du collagene.
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N

Pour faire face a des maladies bactériennes, les pisciculteurs ont le plus souvent recours a
I’utilisation des antibiotiques. Des abus dans son utilisation ont malheureusement conduit a
I’apparition de souches résistantes et a de fréquents échecs de traitement. Actuellement, les
traitements probiotiques permettent d’améliorer la qualit¢ des alevins produits pour les
besoins de 1’aquaculture, tout en limitant le recours aux antibiotiques. Pour qu’un micro-
organisme soit reconnu comme étant potentiellement probiotique, une évaluation de ce

produit basée sur plusieurs criteres doit étre établie.

Le premier critére de sélection est 1’inhibition de souches de vibrions pathogenes in vitro.
Dans notre travail, les souches étudiées appartiennent préférentiellement a des genres
familiers de bactéries lactiques, susceptibles d’obtenir plus facilement une autorisation de
mise sur le marché par ’EFSA (European Food Safety Authority). Le test d’antagonisme
contre les souches de Vibrio, nous a permis de sélectionner parmi 55 bactéries lactiques 15

possedent un effet anti-Vibrio qui est variable selon la souche.

La caractérisation phénotypique et génétique des probiotiques est également considérée
comme un critere de sécurité. Des caractérisations enzymatiques, en se basant sur la recherche
de certains exoenzymes décrites comme facteur de virulence chez les bactéries, ont été
réalisées sur les 15 souches ayant un effet anti-Vibrio. L’étude des caractéres enzymatiques
des bactéries lactiques sur milieu gélosé, montre qu’aucune des souches n’est hémolytique.
Toutes ces souches excretent de la caséinase, mais aucune des autres des enzymes testées
telles que la lipase, la lécithinase et ’amylase. Sur galerie API ZYM, les 15 souches étudiées
produisent la phosphatase alcaline, la phosphatase acide, I’estérase (C4), I’estérase lipase (C8)
et la leucine arylamidase et elles se répartissaient selon 1’indice de Bray-Curtis en deux grands
groupes : le groupe de La. casei et le groupe La. plantarum. Ainsi que pour les protéines
sécrétées, analysées par SDS PAGE, nous avons trouvé que les 3 souches La. casei (XIG, B31
et BR611) et les 3 souches La. plantarum (X2, X4 et X6) appartenaient aux deux groupes et
possédaient chacune trois tailles de protéines. La souche Leu. Pseudomesenteroides (TGO)
avait un profil enzymatique tres dissimilaire apres caractérisation enzymatique par galerie API
ZYM et par SDS PAGE. La caractérisation génétique des bactéries sélectionnées nous a
montré que la plupart de ces souches appartenaient au genre Lactobacillus et représentaient

essentiellement les trois especes : La. casei, La. dextrinicus et La. plantarum.
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La survie des bactéries lactiques dans 1’eau de mer est un facteur important dans la sélection
des probiotiques pour leurs applications en aquaculture marine. C’est pourquoi nous avons
testé la croissance des isolats a des concentrations en NaCl similaire a celles de 1’eau de mer.
Dans notre étude, la plupart des souches Lactobacillus et Leuconostoc sont halotolérantes et

supportent des concentrations en NaCl allant jusqu’a 60 g L™.

L’étude de la formation de biofilm et de ’adhérence a la surface abiotique des bactéries
lactiques ayant un effet anti-Vibrio constitue une étape importante dans le processus de
sélection des bactéries probiotiques. Le test de pouvoir adhésif des souches potentiellement
probiotiques a la surface abiotique a montré que les souches identifiées comme La. casei (X2,
X4, X5, X6, F2p, BR51 et B3p) sont adhérentes, a 1’exception de La. casei BXI, tandis que

les autres souches étaient faiblement adhérentes ou non adhérentes, sauf La. plantarum O32.

Afin de valider le potentiel probiotique, nous avons testé in vivo six bactéries lactiques pour
leur effet antagoniste contre V. alginolyticus sur des nauplius d’Artemia. En se basant sur les
résultats d’analyse de la survie d’Artemia au jour 5 et aux résultats de la croissance au jour 6,
nous avons pu sélectionner la souche La. casei (X2), qui a donné les meilleurs résultats lors

de cette expérience.

L’analyse des résultats précédents nous a amené a choisir la souche La. casei (X2), car elle
présente la meilleure combinaison de propriétés requises pour un probiotique. Elle possede en
effet une bonne activit¢ antagoniste, elle n’est pas hémolytique, elle présente une forte
adhérence sur plaque polystyrene et elle offre la meilleure protection contre V. alginolyticus

lors du test de challenge avec Artemia.

Les résultats obtenus le premier chapitre nous ont permis de choisir la souche X2 pour évaluer
ses effets sur les larves de bar en les comparant avec ceux obtenus avec une autre souche déja

commercialisée sous le nom de Bactocell (Pediococcus acidilactici MA 18/5M).

Les bactéries lactiques sont décrites dans la littérature pour leur effet inhibiteur et elles ont été
utilisées dans des travaux antérieurs pour prémunir les organismes marins contre les bactéries
pathogeénes. Dans cette étude, nous avons pu observer in vitro 1’effet inhibiteur de deux
probiotiques (La. Casei et P. acidilactici) qu’au jour 45 dans la premicre expérience avec des

différences significatives entre les traitements (P et L) et le groupe sans probiotique (C).
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Si on considere les profils microbiens associés aux larves de bar, les phylotypes dominants de
Vibrio sont différents entre le groupe nourri avec P. acidilactici et les deux autres groupes (C
et L). La souche P. acidilactici a affecté les profils de la communauté bactérienne intestinale
des larves de bar, son effet était clairement visible lorsqu’on a comparé¢ les profils obtenus
avec ’ADN génomique. Les profils qui correspondent aux produits de la PCR obtenus a partir
de I’aliment P aux jours 20 et 30 sont dissimilaires aux deux autres aliments (C et L). Dans
notre expérience, P. acidilactici est présent chez les larves de bar avec une concentration
faible, mais 1’espéce n’a pas été détectée clairement dans les profils bactériens. En effet, la
bande qui lui correspondait et qui a migré a la méme position qu’une a-protéobactérie n’a pas
été parmi les plus abondantes dans les profils de la communauté bactérienne obtenus par
DGGE. La souche La. casei n’a pas affecté de maniére significative la structure de la
communauté bactérienne chez les larves. De plus nous avons remarqué qu’au jour 20 la valeur
moyenne globale de la dissimilarité observée entre les régimes C et L est inférieure a celle

observée entre C et P.

L’évaluation de I’effet des deux bactéries lactiques sur la croissance des larves de bar a
montré qu’elles ont pu stimuler d’une maniere significative la croissance en longueur des ces
larves aux jours 30 et 45 lors de la premiere expérience. De plus, ces deux probiotiques (La.
casei et P. acidilactici) ont pu améliorer d’une maniére significative la croissance en poids

des larves pendant la premicre quinzaine de jours d’alimentation dans les deux expériences.

En ce qui concerne ’influence de deux probiotiques sur les marqueurs physiologiques des
larves de bar, le groupe traité avec P. acidilactici a montré un niveau d’expression des geénes
CAT et SOD significativement plus faible que celui du groupe de contrdle au jour 41,
suggérant ainsi une limitation du stress oxydatif due au probiotique. P. acidilactici semble
plus efficace que La. casei dans la régulation du stress oxydatif. On peut cependant remarquer
que la souche de P. acidilactici a induit une surexpression du gene IL-1f chez les larves a j20,
ainsi qu’une surexpression du gene HSP70 a j41, signes pouvant suggérer successivement une
réponse inflammatoire, puis un état de stress plus élévés par rapport a ceux du groupe traité
avec La. casei. Nous avons également remarqué une surexpression du gene OSTEO, codant
pour I’ostéocalcine, dans les larves prélevées au jour 20 et traitées avec La. casei, alors qu’au
jour 41, P. acidilactici a induit une sous-expression de ce biomarqueur par rapport au groupe

de contrdle. 11 convient d’interpréter avec prudence la signification de ces niveaux
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d’expression transcriptionnelle, qui peuvent fluctuer trés rapidement, et qui ne rendent pas
nécessairement compte de 1’évolution du statut physiologique des larves au cours du
développement. Les différences observées dans I’expression du géne OSTEO semblent
pourtant refléter une chronologie différente dans le développement osseux, qui pourrait rendre

compte de la conformation vertébrale observée dans les groupes expérimentaux.

L’étude histopathologique a en effet montré a la fin de la deuxieme expérience (j62) une forte
incidence de malformations vertébrales avec le groupe traité par La. casei. Le groupe alimenté
avec P. acidilactici a finalement présenté un taux de bonne conformation supérieur a celui des
deux autres groupes, alors qu’il présentait un retard dans 1’ossification au jour 41. Un coktail
de probiotiques provenant de plusieurs especes de lactobacilles et de bifidobactéries pourrait
étre plus efficace pour le bon développement des larves de bar (McCabe et al., 2013 ; Narva et

al., 2004).

Des recherches plus approfondies de 1’effet de 1I’inflammation sur les tissus squelettiques des
poissons sont nécessaires afin d’établir des procédures de bonnes pratiques d’élevage des
poissons. Une approche multidisciplinaire est proposée dans des études ultérieures dans les

domaines suivants :

e une caractérisation des cellules immunitaires, de leurs propriétés fonctionnelles
et de leur distribution dans les tissus

e une recherche de 1’état éventuel d’inflammation des tissus squelettiques

e les mécanismes de régulation du développement des ostéoclastes et des
ostéoblastes, en particulier par des cytokines inflammatoires en liaison avec le

remodelage osseux (Gil-Martens et al., 2010 ; Sjogren et al., 2012).

Une telle approche peut utiliser des marqueurs de 1’expression du génome fonctionnel, mais

elle devra faire appel aux concours d’immunologistes et d’histolopathologistes.

La présente étude a montré que la recherche d’une simple amélioration des taux de croissance
ou de survie n’était pas suffisante pour garantir la pertinence d’un traitement probiotique : il
est nécessaire de vérifier qu’il y a un réel bénéfice en termes de santé et de développement
harmonieux. Il reste donc un travail considérable a accomplir afin de sélectionner les souches

le plus prometteuses parmi I’immense diversité des bactéries présentes dans 1’environnement.
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La plupart des bactéries lactiques sont généralement reconnues sans danger, mais il existe un
certain nombre de souches pathogénes pour les poissons, tandis que d’autres peuvent
présenter des geénes transmissibles concernant la résistance a des antibiotiques. De plus, la
possibilité d’acquisition de la résistance aux antibiotiques et des génes de virulence a travers
un transfert horizontal avec les bactéries pathogenes, nous incite a mener dans le proche
avenir des études reliant la résistance des probiotiques aux antibiotiques et les risques de
transmission des éléments génétiques a d’autres micro-organismes dans les intestins des

poissons (Mater et al., 2008 ; Kesarcodi-Watson et al., 2008).
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Annexe 1. Activités enzymatiques détectées par une galerie Api 20E (Bio-Mérieux) et

substrats correspondants.

QTE RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS (mgfeup) REACTIONS/ENZYMES
’ NEGATIF POSITIF
] . [t-palactosidase
ONPG Znophen/i £l | 0223 | (Ortho NiroPhényi-6D- incolore jaune (1)
d pyra Galactopyranosidase)
ADH L-arginine 1,5 | Arginine DiHydrolase jaune rouge / orangé (2)
Loc L-lysine 19 |Lysine DéCarboxylase jaune rouge { orangé (2)
onc L-omithine 1,9 | Omithine D&Carboxylase jaune rouge / orangé (2)
CIT trisodium citrate 0,756 | ufilisation du ClTrate vert pale [ jaung bleu-vert / bleu (3)
Hz5 sodium thiosulfate 0,075 | production d'H2S incolore / grisatre dépot noir / fin liseré
URE urée 0,76 |UREase jaune rouge / orangé (2)
TOA fimmédiat
TDA L-tryptophane 0,38 | Tryptophane DésAminase jaune manmon-rougeatre
JAMES [/ immédiat
N incolore rose
IMD L-tryptophane 0,19 | production d'INDole vert pile / jaune
VP1+VP 2710 min
' production d'acétoine : .
|£| sodium pyruvate 18 (Voges Proskauer) incolore / rose pale rose / rouge (5)
gelatine L ] o o ) )
GEL (origine bovine) 0,6 |Gelatinase (GELating) non diffusion diffusion du pigment noir
fermentation / oxydation ) ) )
GLU D-glucose 159 (GLUcose) (4) bleu { bleu-vert jaune { jaune gris
) fermentation / oxydation )
MAN D-mannitol 19 (MANnitol) (4) bleu / bleu-vert jaune
- fermentation / oxydation )
INO inositol 18 (INOsitol) (4) bleu / bleu-vert jaune
. fermentation / oxydation )
SOR D-sorbitol 18 (SORbitol) (4) bleu / bleu-vert jaune
fermentation / oxydation )
RHA Lrhamnose 18 (RHAMNOse) (4) vd bleu / bleu-vert jaune
SAC D-saccharose 1.9 fermentation / oxydation bleu { bleu-vert jaunge
9| (sACeharose) (4) !
MEL D-melibiose 19 |fermentation / oxydation bleu / bleu-vert jaune
| (MELibiose) (4) J
- fermentation / oxydation )
AMY amygdaline 0457 (AMYgdaline) (4) bleu { bleu-vert jaung
. fermentation / oxydation )
ARA L-arabinose 19 (ARAbinse) (4) bleu / bleu-vert jaune
OX (voir notice du test oxydase) cytochrome-OXydase (voir notice du test oxydase)
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Annexe 2. Activités enzymatiques détectées par une galerie API ZYM (Bio-Mérieux) et

substrats correspondants.

Numéro de Enzyme recherchée Substrats
I’enzyme
1 Phosphatase alcaline  2-naphtol phosphate
2 Estérase (C4) 2-naphtol butyrate
3 Estérase Lipase (C8)  2-naphtol caprylate
4 Lipase (C14) 2-naphtolmyristate
5 Leucine arylamidase  L-leucyl-2-naphtylamide
6 Valine arylamidase L-valyl-2- naphtylamide
7 Cystine arylanudase  L-cyctil-2- naphtylamide
8 Trypsine N-benzoyl-DL-arginine-2-
naphtylamide
9 u-chymotrypsine N-glutaryl-fenylalanine-2-
naphtylamide
10 Phosphatase acide 2-naphtyl phosphate
11 Naphtol-AS-BI - Naphtol-AS-BI-phosphate
phosphohydrolase
12 u-galactosidase 6-Br-2-naphtyl-uD-galactopyranoside
13 [-galactosidase 2-naphtyl-pD- galactopyranoside
14 pf-glucuronidase Naphtol-AS-BI-fD-glucuronide
15 u-glucosidase 2-naphtyl-oD-glucopyranoside
16 p-glucosidase 6-B1-2-naphtyl-pD-glucosaminide
17 N-acetyl-p- l-naphtyl-N-acétyl-fD-glucosaminide
glucosaminidase

18 o-mannosidase 6-Br-2-naphtyl-uD-monnopyranoside
19 u-fucisidase 2-naphtyl-oL-fucopyranoside




ANNEXES

Annexe 3. La charte de ’API ZYM (Bio-Mérieux) : Correspondance entre I’intensité de

la couleur de la réaction et la quantité de substrat hydrolysé
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Abstract:

Probiotics may have many effects on health and development of fish larvae. One of the most
promising is related to spinal conformation, though the mode of action is not clearly understood. The
present study attempted to investigate the effects of two strains of lactic acid bacteria on associated
microbiota, histological development and gene expression. Sea bass larvae were fed since 5 dph (day
post hatch) with either a standard control diet (Diet C), or the same diet supplemented with
Pediococcus acidilactici MA18/5 M (Diet P), or with an autochthonous strain of Lactobacillus casei (X2;
Diet L). The two lactic acid bacteria were incorporated in the diets at the levels of 10° and 10" CFU
(colony forming units) g in two consecutive experiments, respectively. The experimental treatments
maintained the lactic acid bacteria above the detection threshold in the larvae. In the second
experiment, the Bray-Curtis indices revealed the dissimilarity between the Bacterial Community
Profiles (BCPs) associated with Diet P and those of the two other dietary groups. The two lactic acid
bacteria promoted growth, especially by 20-22 dph, but the development seemed affected differently
in the two groups. The osteocalcin gene was overexpressed at 20—22 dph in group L, suggesting a
difference in the early bone development compared with Group P. A possible consequence was the
highest incidence of spinal deformities in Group L. At day 62 dph, the ossification was achieved and
normal in 60% of the larvae in Group P, whereas this rate was only 13 and 19% in Groups C and L,
respectively. The evaluation of probiotics should not be therefore limited to growth measurements, and
should take into account ontogenetic chronology for improving larval quality with such treatments.

Highlights :
» The development of seabass larvae was affected by 2 dietary lactic acid bacteria » Pediococcus
acidilactici improved the rate of normal and complete ossification » Lactobacillus casei increased the

incidence of vertebral deformities » This was related to differences observed in gene expression of
osteocalcin » The 2 bacteria affected also differently the microbiota associated with the larvae
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1. Introduction

Developmental conformation is a critical issue for fish hatcheries. Spinal deformities are
particularly frequent, with many suspected causes, either physical, chemical, environmental,
infectious, genetic or nutritional (Brown and Nuifiez, 1998). Consequently, many ways to limit
these deformities have been proposed. Probiotics are applied to fish with positive effects on
health and nutritional status, while antagonizing pathogenic bacteria. These treatments may be
therefore useful to reduce some causes of skeletal deformation, and this was confirmed with
several strains of probiotic lactic acid bacteria in rainbow trout, sea bass, and clownfish
(Aubin et al., 2005; Frouél et al., 2008; Avella et al., 2010, Autin et al., 2012).

The interaction between dietary lactic acid bacteria and bone conformation is not clearly
understood, and probably indirect. It may be related to the inhibition of pathogenic bacteria
(Villamil et al., 2010). Probiotics may also stimulate the immune system, and reduce
inflammation in fish larvae (Picchietti et al., 2009). Gil-martens (2010) suggested that local
inflammation could affect the integrity of the spine, which would be thus exposed to a risk of
deformation. Besides these pathological aspects, probiotics may improve many health factors
that are essential for fish development in relation to either welfare (Rollo et al., 2006; Avella
et al., 2010), digestion (Tovar-Ramirez et al., 2004; Frouél et al., 2008) or anti-oxidative
status (Tovar-Ramirez et al., 2010).

Walter (2008) studied the role of lactobacilli in the mammalian intestinal tract, and concluded
that allochthonous probiotic strains are particularly efficient for activating the immune
system, even though they can hardly persist in the gut. A similar observation may apply to the
intestine of fish, where allochthonous lactobacilli that modulate the immune response
disappear soon after withdrawal from the diet (Panigrahi et al., 2005; Son et al., 2009). The
selection of candidate probiotics from the host or from the local environment was however

recommended to improve the potential for colonization and protection against pathogens



(Verschuere et al., 2000). In the present experiment, two strains of lactic acid bacteria were
incorporated in the dry diet that was used to feed sea bass from mouth opening onwards. The
commercial strain of Pediococcus acidilactici was already tested with several fish species
(Gatesoupe, 2002; Merrifield et al., 2009, 2010; Ferguson et al., 2010;), suggesting in
particular some potential to alleviate vertebral deformities (Aubin et al., 2005; Autin et al.,
2012). A strain of Lactobacillus casei was isolated from the local hatchery, and selected as
candidate probiotic after characteristics of antagonism to pathogens, biofilm colonization, and
gnotobiotic tests (Lamari et al., 2013; in preparation). The effects of the two strains were

compared in regard to larval development and associated microbiota.

2. Materials and methods

2.1. Larval rearing

Two batches of sea bass larvae were allotted in two successive experiments at 1 day post
hatch (dph) in 9 tanks of 35 L (3000 larvae/tank). The running water was not recycled in the
rearing unit, and the water flow rate was progressively increased from 15 L h'at5s dph to 35
L h' at 40 dph. The temperature was progressively increased from 17°C at 1 dph to 20°C at
25 dph. The salinity was dropped to 28 practical salinity units (psu) during the start feeding
period (7-13 dph), and then brought to the normal (35 psu). The larvae were kept in the dark
until 4 dph, and then photoperiod was maintained at 18—6 light/dark from 4 dph onwards. The
light intensity was progressively increased from 10 to 200 lux between 4 and 25 dph, and then
kept constant.

The diet was composed of 55% fish meal, 12% fish protein hydrolysate (CPSP G), 20% soy
lecithin, 8% vitamin mix (Gisbert et al., 2005), 4% mineral mix (Gisbert et al., 2005), and 1%

betaine, on a dry matter basis. This basic composition was used for the control group C.



Pediococcus acidilactici MA 18/5M was added to diet P in its dry commercial form
(Bactocell® PA10, Lallemand Inc.; Barreau et al., 2012). Lactobacillus casei X2, which was
used for diet L, was cultivated on MRS broth, and harvested as pasty pellet after centrifuging
at 4500¢g for 30 min. Each bacterial preparation was mixed with the dry components of diet P
or L, after re-suspension in tap water. The same amount of water without bacterial suspension
was used for control diet C. The final concentrations of probiotics were adjusted at 10® and
10" CFU (Colony Forming Units) g'1 of the diet in Experiments 1 and 2, respectively, after
air-drying at 45°C. The three diets were ground and pelleted to a set of granulometric sizes
suitable for each developmental stage (Cahu and Zambonino Infante, 2001). The pellets were
stored at 4°C until use, and then distributed continuously during the day light periods with
automatic feeders. The amounts of P. acidilactici averaged 1.1 x 10° and 1.8 x 10’ CFU g'1 in
diet P, whereas diet L contained L. casei at the rate of 1.4 x 10° and 3.4 x 10’ CFU g'1 in the
two consecutive experiments, respectively, after counts on MRS-agar plates. The three diets
were tested in triplicates in both experiments. In Experiment 1, the experimental diets were
distributed from 10 dph to the end (45dph). In Experiment 2, the larvae were fed the
experimental diets from mouth opening (5 dph) to 41 dph, and then all the tanks were fed the

control diet till the end (62 dph).

2.2 Histological observations

In experiment 2, the skeletal and chondro-osseous development was assessed on a total of 103
fish, with 15 or 16 individuals sampled per dietary group at 41 and 62 dph. The cartilaginous
and bony tissue structures were distinguished by using the alcian blue-alizarin red double
staining technique (Darias et al., 2010). Briefly, whole fish carcasses were fixed in 4%
formalin for at least 24 hours. Alcian blue (Sigma) was used to stain the cartilage of 41 and 62

dph old larvae for 60 min and 24 hours, respectively, before neutralization for 3 min with a



solution of 1% KOH in ethanol. After rehydration, 1 volume 3% H,O, and 9 volumes 1%
KOH were used to bleach the 41 and 62 dph old larvae for 30 and 60 min, respectively. After
clearing in 30% sodium borate with 1g trypsin (Sigma) for 20 hours, bone tissue was stained
with alizarine red (Sigma) for 20 hours. The larvae were dehydrated and preserved in 100%
glycerol.

Histopathological features, including inflammation, were evaluated on 20 fish sampled in
each group at 20, 41 and 62 dph (162 fish in total). The tissue preparation and step sectioning
were performed according to Spitsbergen et al. (2000). Briefly, whole fish carcasses were
fixed in 4% formalin, after ventral incision of the abdomen of large individuals. Scales and
fins were carefully removed, and the samples were dehydrated and embedded in paraffin.
Serial sagittal step sections were cut from the left side of the fish. Four step sections from 62
dph old fish were mounted on glass slides, 1 from eye anterior chamber level, 1 from eye
posterior chamber level, 1 just medial to the eye, and 1 at midline. Sections were routinely

stained with Hematoxylin-Eosin-Saffron (HES).

2.3 Osteocalcin Gene expression

The method was described by Darias et al. (2010). The larvae were sampled at 20-22 dph for
RNA extraction, as the most significant differences in gene expression were obtained at 22-23
dph in previous experiments. Larvae were also sampled at 41 dph in Experiment 2. Between
200 and 350 mg of fresh weight of larvae were collected from each tank for RNA extraction.
Total RNA was reverse-transcribed (iScript cDNA Synthesis Kit, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA). Quantitative PCR were performed in triplicates in I-cycler with optical
module (Bio-Rad), using a total volume of 15 pL that contained 5 pL cDNA (dilution, 1072,
0.5 pL primers (10 pmol L"), 7.5 uL iQ SYBR Green supermix 2x (Bio-Rad), and 2 pL

sterile water. The PCR program consisted of an initial DNA denaturation of 94°C for 90s,



followed by 45 cycles at 95°C for 30s, 60°C for 60s and 80 cycles at 95°C for 10s. The
relative quantity of messenger was automatically normalized and measured with the software

Bio-Rad 1Q5, using Ef1 as housekeeping gene.

2.4 Microbiological data

The bacterial counts on Petrifilm aerobic count plates, TCBS and MRS agar were done as
described previously (Gatesoupe, 2002) on sea bass at 18 and 45 dph in Experiment 1, and at
20, 30, and 40 dph in Experiment 2. At each date, 20 larvae were sampled in each tank, and
pooled per tank before rinsing, homogenization, and dilution for plate counting.

In Experiment 2, larvae were sampled at 20 and 30 dph for BCP (Bacterial Community
Profile) analysis. At both dates, two sets of ten larvae were sampled and pooled per tank in 2
mL Eppendorf tubes. The first set was treated with 250 pL of inhibiting buffer (4 M
guanidine thiocyanate, 0.1 M Tris, pH 7.5) per tube, and stored at -20°C, waiting for DNA
extraction and PCR-DGGE, as described previously (Gatesoupe et al., 2012). The second set
was treated with 500 pL Extract-All® (Laboratoires Eurobio, Coutaboeuf, France) per tube,
and stored at -80°C, waiting for RNA extraction. The method followed the instructions of the
manufacturer for biological tissues, with an additional step of bead-beating for 10 minutes
after the initial step of homogenization with a dispersing aggregate unit. The RNA was then
stored at -80°C, and cDNA was transcribed from aliquots with the QuantiTect® reverse
transcription kit (Qiagen). The PCR-DGGE protocol was then the same as for genomic DNA.
PCR was performed to amplify the variable regions V6-V8 of the 16s ribosomal RNA gene.
The PCR mix contained 2.5uM MgCl, and primers Bact 968-GC-f (CGC CCG GGG CGC
GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAA CCT TACG,
Nubel et al. 1996) and Bact 1401-r (CGG TGT GTA CAA GAC CC). After initial incubation

at 94°C for 5 min, a ‘touchdown’ step was applied to the 10 first cycles by decreasing



regularly the annealing temperature from 65 to 52°C, and then the annealing temperature was
maintained at 52°C during the 20 last cycles (denaturation at 94°C for 1 min; annealing for 2
min; polymerisation at 72°C for 2 min). The final extension lasted 30 min at 72°C. The
DGGE and image analyses were performed as described previously (Gatesoupe et al. 2012).
The PCR products were analysed on two gels, which corresponded to the two dates of
sampling. The larval samples were flanked on both sides with the PCR products from
genomic DNA of pure cultures of the two probiotics. After DGGE, some bands corresponding
to Operational Taxonomic Units (OTUs) were picked up from the gels, and treated as
described previously (Silva et al., 2011). The final PCR products were cleaned up with

GenElute (Sigma), and sequenced by MilleGen Biotechnologies (Labege, France).

2.5 Statistics

Growth data were compared with Kruskal-Wallis test for cases where the requirement of
normality and equality of variance were not met, and with ANOVA when these requirements
were met, allowing to group the tanks per diet by a priori F-test (Sokal and Rohlf, 2001). Post
hoc pairwise comparisons were done with Tukey or Dunn’s test, respectively. The ossification
ranks were compared with Kruskal-Wallis test followed by Dunn test. The
anatomopathological observations were classified in terms of incidence rates, which were
compared between diets with 3 or with Fisher’s exact test when bins contained less than five
individuals. The expression of osteocalcin gene, relative to Efl, was compared with one-way
ANOVA, and pairwise Student-Newman-Keuls test. The diversity indices were computed
with the Paleontological Statistics Software Package (PAST; Hammer et al. 2001), and
compared with two-way ANOVA. The similarity of BCPs was studied among the nine rearing

tanks at the two dates of sampling with the Bray-Curtis indices, which were compared by



two-way ANalysis Of Similarities (ANOSIM; Clarke 1993). The most dominant bands were
classified depending on their contribution to dissimilarity with SIMilarity PERcentage
(SIMPER; Clarke 1993). The overall average dissimilarity between two groups was computed

as 1 minus the average of the inter-group Bray-Curtis similarity indices, multiplied by 100.

5. Results

The survival of the larvae appeared in accordance with what is routinely observed with the
rearing method, but it was not accurately quantified because of the great number of
individuals that were picked up for sampling. The general levels of individual mean weights
(Table 1) and lengths (Table 2) were higher in Experiment 1, compared to Experiment 2. The
differences between dietary groups were not always significant, but the growth in the control
group was generally lower than in the groups treated with lactic acid bacteria. In Experiment
1, the difference in mean length was significant between the control and the two other groups
at 30 and 45 dph, and between Groups C and L at 22 dph. After log transformation, a two-
way ANOVA indicated that the mean weights of the control group were significantly lower
than those of the two other groups in the same experiment. In Experiment 2 at 20 dph, the
growth in the control group was significantly lower than in the two other groups in terms of
weight, but the difference was significant only between Groups C and L in terms of length. At
40 and 62 dph, there was no significant difference in growth between the three groups in
Experiment 2.

Among the larvae sampled at 20, 41, and 62 dph in Experiment 2, 17% of the larvae from the
control group exhibited spinal deformities. This rate was not significantly different from those
observed in the two other groups, but the incidence in Group L was significantly higher than

in Group P (28 and 11%, respectively; Table 3). Spinal deformities were mostly observed at



62 dph, and appeared heterogeneous both in localization — cervical, lumbar and caudal — and
in type of curvature (kyphosis, lordosis, and scoliosis). The histological features of notochord
flexure were homogeneous, characterized by irregular-sized cells that were loosely associated
in the flexure zones, leaving abnormal spaces in-between filled with amorphous eosinophilic
material (Fig. 1). The mineralization process started hardly by 41 dph, with the first foci
observed around the mouth and in the opercula (Fig. 2A). A significant delay in Group P was
noted compared to the two other groups (Table 3). At 62 dph, the delay of Group P was
overcome, and only 6 larvae had not completed normal mineralization among the 15 larvae
studied in this group (Fig. 2B and 2C, Table 3). At the same time, the ossification was still
largely incomplete, or even abnormal, in 13 of the 15 and 16 larvae of Groups C and L,
respectively. The abnormal ossification observed in these two groups consisted in
asynchronous development, as the vertebral axis and caudal fin rays were calcified, while the
process was delayed in the other fin rays and in the skull. No lesion was noticed at 20 dph, but
lesional foci appeared in muscle at 41 dph, and consisted in mononuclear infiltration
surrounding isolated degenerating fibers (Fig. 3). At this stage, 5 of the 19 individuals of
Group C showed signs of muscular inflammation, while this proportion was only of 1:19 and
2:20 in groups P and L, respectively (Table 3). These figures were not sufficient to conclude
about a hypothetical anti-inflammatory effect of the lactic acid bacteria, all the more as the
incidence of inflammation reached 35-45 % at 62 dph, without significant difference between
treatments (Table 3).

In both experiments, the gene coding for osteocalcin was overexpressed in group L at 20-22
dph (Table 4). This marker of ossification had the lowest levels of expression in Group P, and
this was still the case at 41 dph in Experiment 2.

The counts of aerobic bacteria on Petrifilms were generally not significantly different between

treatments, except an overload at 45 dph in the control group of Experiment 1 (Table 5). The
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same observation was done with TCBS agar counts, but no colony was detected at 18 dph in
Experiment 1 in the samples from Group L. The lactic acid bacteria — estimated with MRS
agar counts — were not detected in the control group. In Experiment 1 with a low dosage of
the probiotics, there was no colony on MRS agar at 18 dph, and the counts were at the
threshold detection level at 45 dph. In Experiment 2, with a tenfold higher dosage of the
probiotics, lactic acid bacteria were consistently retrieved in the plates corresponding to
groups P and L, and a significant difference was observed at 40 dph, indicating a higher
survival of L. casei in the larvae, compared to P. acidilactici.

Between 5 and 25 bands were detected in the PCR and RT-PCR products deposited on the
two DGGE gels corresponding to the larvae sampled at 20 and 30 dph in Experiment 2 (Fig.
4). The mean band richness was 15 + 4, without significant differences between genomic
DNA and cDNA, between date of sampling, and between diets. When the relative abundance
was taken into account for the samples corresponding to genomic DNA, the 2-way ANOVA
indicated an effect of the age of the larvae on the average BCP. The bands were more
equitably distributed, with a higher Shannon’s entropy, at 30 dph compared with 20 dph
(Table 6). There was no significant difference with these indices for the RT-PCR products.
Based on Bray-Curtis index, there was a significant difference between the two dates of
sampling in the 2-way analyses of similarity of the BCPs corresponding to PCR, and to RT-
PCR products (Table 7). In the same ANOSIM, the effect of the diet was significant with
genomic DNA, but not with cDNA. The BCPs corresponding to the PCR products from Diet
P were dissimilar from those of the two other diets, as illustrated by non-metric
multidimensional scaling of the Bray-Curtis indices (Fig. 5). On the same representation, the
effect of the date of sampling was also visible, while the BCPs corresponding to Diets C and

L appeared similar at each date.
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A variety of Proteobacteria were identified after band isolation and sequencing (Fig. 4, Table
8). Most were y-Proteobacteria, but there were also representatives of other classes (a-, 0-,
and e-Proteobacteria). Figure 6 illustrate the mean relative abundances of the seven main
bands that accounted for the pairwise dissimilarities between groups of BCPs, according to
SIMPER analysis. At 20 dph, the overall average dissimilarity observed between Diets C and
L was lower than between C and P (Table 9). At the same date, Vibrio sp. G was detected
only in the group corresponding to the PCR products from Diet P, while it was evenly
distributed among the RT-PCR products. Vibrio sp. A was detected only at 20 dph, and the
two OTUs G and A were the main contributors for dissimilarity between most pairwise
comparisons concerning 20 dph (Tables 9 and 10). At 30 dph, the band that migrated to the
same Rf as L. casei X2 (0.835) was mainly represented in the group corresponding to Diet L
for cDNA. That might indicate a strong activity of the probiotic strain in Group L, but the
same band was also observed with the two other diets. After band excision, the re-
amplification of the PCR product failed, and no sequence was available for this Rf. This
unidentified band was the most dissimilar for pairwise comparisons concerning cDNA, and
Diets C or L at 30 dph. Vibrio sp. O, Alteromonas sp., Arcobacter sp., and the unidentified
band U (Rf 0.773) were also the main contributors for dissimilarity in some other
comparisons at 30 dph (Tables 9 and 10). P. acidilactici had the same Rf as an a-

Proteobacterium, but the band was never among the most abundant.

4. Discussion

The tenfold increase of the dose of probiotics between the two experiments was decided
because of the low recovery of lactic acid bacteria in the first experiment. This change
boosted the level of lactic acid bacteria above the detection threshold in the experimental

groups, but it may be suspected to have caused partly the differences in the effects of the
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treatments that were observed between the two experiments. The dose is an important factor
for the efficiency of probiotics (Nikoskelainen et al., 2003; Tovar et al., 2004), and further
investigation is needed to document the dose responses in fish. The counts of lactic acid
bacteria remained at a low level in the larvae, even in the second experiment, indicating that
the dietary addition of the two strains did not induce gut colonization.

Rollo et al. (2006) reported a reduction of the total bacterial counts in sea bream larvae due to
the probiotics. Another strain of P. acidilactici inhibited in vitro the growth of pathogenic
Vibrio splendidus (Villamil et al., 2010). The inhibitory effect of the present probiotic
treatments was not visible on total bacterial counts, except at 45 dph in the first experiment.
Considering the microbial profiles associated with sea bass larvae, the dominant phylotypes
of Vibrio were different between the group fed P. acidilactici and the two other dietary
groups. The same strain of P. acidilactici affected also the bacterial profiles observed in on-
growing red tilapia, and the probiotic seemed to remain among the dominant phylotypes, even
several days after reverting to the control diet (Ferguson et al., 2010). P. acidilactici survived
in sea bass larvae in the present experiments, but it remained slightly above the plate counting
threshold. The probiotic strain was not detectable in the bacterial profiles obtained by DGGE,
especially as another operational taxonomic unit migrated as the same position. L. casei did
not affect significantly the microbial community, but its level in the larvae appeared higher
compared with P. acidilactici, at least at 40 dph with the high dietary dosage. At this stage,
there was a strong dominance of the corresponding band on the lawns with RT-PCR products
from the group fed with L. casei. That may indicate that the strain was active in the larvae, but
another unidentified taxonomic unit migrated at the same place, and this band was also
present in the two other dietary groups. Navarrete et al. (2012) emphasized the interest of
using RNA-based profiling of microbial communities to highlight the phylotypes with high

transcriptional activity. However in the present experiment, the effect of P. acidilactici on the
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microbial community was evident when comparing the profiles obtained with genomic DNA,
but less clear with those obtained from the RT-PCR products. The differences observed
between the profiles at 20 and 30 dph illustrated the time course fluctuation within microbiota
associated with the larvae, especially with cDNA. The information obtained from genomic
DNA is likely less dependent on short-term variability in bacterial activity, compared to the
RNA-based data.

In both experiments, the growth of sea bass larvae was stimulated by the addition of the two
lactic acid bacteria, especially during the first fortnight of feeding. However, this stimulation
was not similar with the two experimental treatments. The diet with L. casei X2 induced the
overexpression of osteocalcin at 20-22 dph in both experiments, while the mineralization
process was slowed down with P. acidilactici MA 18/5M at this sampling point. At the end of
the second experiment, a high incidence of spinal deformities was visible with L. caseli,
whereas not only was the delay in mineralization overcome with P. acidilactici, but the
achievement of skeletal conformation reached a better score than with L. casei. It seems
therefore that the two lactic acid bacteria influenced indirectly bone mineralization in
different ways, possibly involving the mechanisms of Ca®* absorption at the time of vertebral
column ossification (around 22 dph; Darias et al., 2011). The same strain of P. acidilactici
was introduced as probiotic additive in the compound diet of rainbow trout, and this treatment
reduced the incidence of the vertebral compression syndrome (Aubin et al., 2005). A
reduction in spinal deformities of sea bass fry, specifically lordosis, was also recently reported
with the same strain in a commercial hatchery in Greece (Autin et al., 2012). The
conformation of sea bass juveniles was improved with another probiotic mixture of
lactobacilli (Frouél et al., 2008). Several lactic acid bacteria seem exert a beneficial regulation

on bone development in fish, but not all, as exemplified with L. casei X2. In-depth studies
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appear thus required to qualify candidate probiotics, beyond a general effect on growth
stimulation.

These experiments confirmed the interest of the allochthonous probiotic P. acidilactici for
improving skeletal conformation in fish, even though the mode of action remains to be
elucidated. The trend to reduce inflammation was not significant, and more numerous
observations are required to evaluate the relevance of the hypothesis of Gil-martens (2010) in
this particular case. If confirmed, the protective effect against inflammation may be related to
the effect of the probiotic on gut microbiota, whose consequences on bone development
should be further explored. That may open up several tracks of investigation, like the
blockage of release of bacterial toxins that disturb intestinal absorption (Laohachai et al.,
2003), or the prevention of bacterial infections that affect calcium homeostasis (Crouser and

Dorinsky, 1996).
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Figure captions

Figure 1 — Sagittal sections stained with haemalun-eosine-saffron of sea bass larvae (62 dph)
in Experiment 2: 1A - Normal aspect of the vertebral axis; 2A — magnification of spinal
deformity: notochord cells are irregularly sized and lakes of eosinophilic material is present
in-between

Figure 2 — Alcian blue-alizarin red double stained sea bass larvae in Experiment 2: 2A - larva
at 41 dph with first signs of calcification around the mouth and in the opercula (rank 2, see
footnote in Table 3); 2B - larva at 62 dph with intermediate skeletal development stage (rank
8); 2C larva at 62 dph with ossification almost completed (rank 10).

Figure 3 — Lesional focus in muscle. Muscular fiber appeared necrotic and surrounded by
numerous mononuclear inflammatory cells in sea bass larvae at 62 dph in Experiment 2.

Figue 4 — Alignment of two DGGE gels of the PCR and RT-PCR products obtained obtained
from pools of 10larvae at 20 dph and 30 dph in each tank of Experiment 2 (three tanks per
treatment). The PCR products obtained from pure cultures of Lactobacillus casei X2 (L) and
Pediococcus acidilactici (P) were added at the extremities of the two gels. The other letters
indicate the position of the OTUs identified (letter at the left of the corresponding OTU
described in Table 8)

Figure 5 — Non- metric multidimensional scaling, based on the 2-way ANOSIM on Bray-
Curtis indices of BCPs from PCR products. The filled and open symbols correspond to the
BCPs at 20 and 30 dph, respectively; the circles, squares and triangles correspond to Diets C,
L and P, respectively; the lines join the triplicates per condition (Age x Diet).

Figure 6 — Mean relative abundances of the dominant bands at 20 and 30 dph in the BCPs

corresponding to PCR and RT-PCR products from samples of larvae fed one of the 3 diets in
Experiment 2; Lactobacillus casei X2 (L) had the same Rf as unidentified OTU (0.835).
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Table 1

Mean weights of sea bass larvae fed the three diets (mg + Standard Error, SE). Superscript
letters indicated significant differences between dietary groups at the same date and in the
same experiment. The data were compared with one-way ANOVA followed by Tukey
multiple comparison test, or with Kruskal-Wallis test (KW) followed by Dunn test. The type
of test used depended on the normality and the equality of variance assumptions for the
parametric tests. P levels are indicated with asterisks (n.s., not significant). For each
comparison, the means without common superscript are significantly different.

Diet C p L ANOVA
Experiment 1 _
22 dph 0.99 £ 0.10 1.11 £ 0.08 1.23 £0.05 n.s.’
30 dph 2.56 +0.21 3.29+£0.42 3.54+£0.46 n.s.?
45 dph 21.33£1.69 24.17 £0.17 25.00 £0.76 n.s.’
Experiment 2

20 dph 0.79° £ 0.05 0.97*£0.10 0.93" + 0.04 * (KW)
40 dph 17.19 £ 0.81 17.37 £0.67 17.68 +0.68 n.s. (KW)
62 dph 429+ 3.7 53.1+£5.3 50514 n.s. (KW)

¥ Two-way ANOVA after log transformation: significant differences between Ages*** and
Diets* (C different from P and L), interaction not significant.
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Table 2

Mean total lengths of sea bass larvae fed the three diets (mm + SE). Superscript letters
indicated significant differences between dietary groups at the same date and in the same
experiment. The data were compared with one-way ANOVA followed by Tukey multiple
comparison test, or with Kruskal-Wallis test (KW) followed by Dunn test. The type of test
used depended on the normality and the equality of variance assumptions for the parametric
tests. P levels are indicated with asterisks (n.s., not significant). For each comparison, the
means without common superscript are significantly different. The tanks were grouped per
diet, and the means were compared by a priori F-test, when applicable, according to Sokal
and Rohlf (2001; n.a., not applicable).

Diet C P L ANOVA  apriori F-test
Experiment 1

22 dph 6.82°+0.13  7.16°+0.12  7.65*%0.12 s sk

30 dph 7.24"°+£020 848 +0.19  8.96"+0.26 s sk

45 dph 15.86°£0.69 19.04*+0.29  19.55*+0.23 ek ek
Experiment 2

20 dph 6.64°+£0.07 6.83°+£0.08 7.00°+£0.08 *** (KW) n.a.

40 dph 13.87+0.16 14.18+0.17  14.37 £0.17 n.s. *

62 dph 1821 £040 19.45+0.55 19.35+045 n.s. (KW) n.a.
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Table 3

Incidence rates of anatomopathological features observed in the larvae in Experiment 2; the
data of vertebral deformities cumulated the observations at 20, 41 and 62 dph; the average
stage of mineralization® was compared between diets at 41 and 62 dph with Kruskal-Wallis
test followed by Dunn test; at 62 dph, the individuals with complete and normal ossification
were counted in each group; no inflammation was observed at 20 dph, but only at 41 and 62
dph. The % test was replaced by Fisher’s exact test when bins contained less than five
individuals (significance level indicated by stars; n.s. : not significant). Superscript letters
indicated significant differences between dietary groups.

Diet C P L
Conformation (total number of larvae observed) 46 56 50
Incidence rate of vertebral deformities 0.17* 0.11° 0.28"
Comparison with Group L (> probability) 0.22 n.s. 0.02* -
Mineralization at 41 dph

Total number of larvae observed 15 16 15
Average rank of ossification® 25°+0.3 1.6°+02 2.6°+0.2

Mineralization at 62 dph _
Average rank of ossification (abnormal cases excluded)§ 66+07 76+x08 68+0.38

Number of larvae with abnormal mineralization 3 0 4
Total number of larvae observed 15 15 16
Incidence rate of incomplete or abnormal mineralization 0.87° 0.40° 0.81°
Comparison with Group P (Fisher exact probability) 0.03* - 0.03*
Inflammation at 41 dph (number of larvae observed) 19 20 20
Incidence rate of inflammatory lesions 0.26 0.05 0.10
Comparison with Group C (Fisher exact probability) - 0.09n.s.  0.24n.s.
Inflammation at 62 dph (number of larvae observed) 20 20 20
Incidence rate of inflammatory lesions 0.45 0.35 0.40

5 Ranking per stage of ossification: (1) none; (2) mouth and opercula; (3) several cranial foci;
(4) 1% vertebrae; (5) ¥ vertebral column; (6) 3% vertebral column; (7) caudal fin rays; (8) rays
in several fins; (9) dorsal, pelvic, anal, and pectoral fin rays; (10) complete mineralization (see
Fig. 2)
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Table 4

Relative expression of osteocalcin gene in sea bass larvae fed the three experimental diets at
20-22 dph in the two consecutive experiments, and at 41 dph in Experiment 2. The arbitrary
units, relative to Ef1, were compared by one-way ANOVA, and pairwise Student-Newman-
Keuls test. The significant differences are indicated by different superscript letters after the
means in the same row (£ standard deviation).

Diet C P L
22 dph (Experiment 1) 0.85° +0.13 0.73"+0.14 1.70° + 0.38
20 dph (Experiment 2) 0.77° + 0.08 0.66° + 0.02 1.16* + 0.04
41 dph (Experiment 2) 1.54* + 0.35 0.56° +0.16 1.12°° +0.22
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Table 5

Mean amounts of bacteria associated with seabass larvae counted on three culture media:
Petrifilm for aerobes, TCBS, and MRS (CFU larva™, log value + SE). Superscript letters
indicated significant differences between dietary groups at the same date and in the same
experiment (n.d.: not detected).

Medium Petrifilm TCBS MRS

Diet C P L C P L C P L
18-20 dph

Experiment 342+ 275+ 316+ 135+ 142+ nd nd. nd n.d.

1 0.49 0.00 0.08 1.35 1.42

Experiment 343+ 333+ 387+ 258+ 274+ 252+ nd. 055+ 121+
2 0.53 0.09 0.30 0.60 0.18 0.17 0.20 0.55
30 dph

Experiment 3.75+ 345+ 286+ 3.01+ 210+ 086%* nd. 154+ 149+
2 0.56 0.32 0.28 0.69 1.09  0.86 0.27 0.11
40-45dph

Experiment  4.68° 337°+ 342> 325 150° 1.67° nd. -002 0.04+
1 +0.31 0.18 +031 +£0.50 +£0.10 +£0.33 0.22
Experiment 245+ 287+ 247+ 144+ 051+ 166+ nd. 150°+ 2.34%+
2 0.20 0.59 0.06 0.72  0.51 0.22 0.18 0.24
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Table 6

Two-way ANOVA of diversity indices of BCPs corresponding to PCR products from samples
of larvae fed one of the 3 diets at 20 and 30 dph in Experiment 2. P levels are indicated with
asterisks (n.s., not significant). The least square means were indicated per date of sampling, as
they were significantly different.

2-way ANOVA on Shannon’s entropy 2-way ANOVA on equitability
Factor Age (P) 0.008 Hk Factor Age (P) 0.015 *
Factor Diet (P) 0.41 n.s. Factor Diet (P) 0.40 n.s.
Interaction (P) 0.64 n.s. Interaction (P) 0.96 n.s.
Least square means for Age

20 dph 2.02£0.10 0.79 £0.02

30 dph 2.46 £0.10 0.87 £0.02
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Table 7

Two-way ANOSIM on Bray-Curtis indices of the BCPs corresponding to PCR and RT-PCR
products from samples of larvae fed one of the 3 diets at 20 and 30 dph in Experiment 2 (10*
permutations). P levels are indicated with asterisks (n.s., not significant).

2-way ANOSIM: PCR products

2-way ANOSIM: RT-PCR products

Factor Age Factor Age

R: 0.75 R: 0.83

P (same): 0.001 *k P (same): 0.0005 HHE
Factor Diet Factor Diet

R: 0.23 R: 0.08

P (same): 0.04 * P (same): 0.30 n.s.
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Table 8

Identification of the OTUs marked in Fig. 4 ,with similar nucleotide sequences found in

GenBank (sequence identity in %) and their approximate position on the gels (Rf value).
Alteromonadaceae S and Oleispira sp. B were isolated at the same Rf, in the same way as

Gilvimarinus sp. I and Pseudoalteromonas sp. J.

Identification Code (Fig. 4) Similar GenBank ID Identity (%) Rf
a-Proteobacteria

a-Proteobacterium R GU644361 83 0.814°
Cohaesibacter sp. C DQ394095 98 0.638
Methylobacterium sp. D D GQ228559 99 0.952
Methylobacterium sp. E E 723160 100 0.965
y-Proteobacteria

Alteromonadaceae S AF235108 97 0.700
Alteromonas sp. H AB712357 97 0.736
Colwellia sp. M FR744837 96 0.667
Enterobacteriaceae F JQ795141 99 0.855
Gilvimarinus sp. I FR750935 95 0.591
Leucothrix sp. T HQ897925 99 0.897
Oleispira sp. B EU980447 97 0.700
Pseudoalteromonas sp. J JQ178348 100 0.591
Thioalkalivibrio sp. Q NR_042862 96 0.802
Vibrio sp. A A JQ361736 99 0.781
Vibrio sp. G G FJ457610 99 0.787
Vibrio sp. O o JF412234 99 0.740
o-Proteobacteria

Desulfotalea sp. K NR_024949 97 0.605
e-Proteobacteria

Arcobacter sp. N AJ271654 99 0.357
Unidentified U - - 0.773

¥ Pediococcus acidilactici (P) had the same Rf (0.814)
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Table 9

Main OTUs responsible for BCP dissimilarity between diets at the two dates of sampling, and
their contribution to the overall average dissimilarity (in brackets), according to SIMPER
analysis.

Age 20 dph 30 dph

Comparison Cvs.L Cvs. P Cvs.L Cvs. P

Genomic DNA

Main dissimilar OTU Vibrio sp. A Vibrio sp. G Arcobacter sp. Alteromonas
sp.

Contribution (overall 8.5 (43.1) 13.9 (69.7) 6.3 (62.0) 5.1(70.4)

dissimilarity)

cDNA _

Main dissimilar OTU Vibrio sp. G Vibrio sp. G Rf 0.835° Rf0.773

Contribution (overall 5.4 (46.4) 5.3(61.1) 7.9 (59.5) 6.6 (65.9)

dissimilarity)

¥ Lactobacillus casei X2 (L) and unidentified OTU had the same Rf (0.835)
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Table 10

Main OTUs responsible for BCP dissimilarity between the two dates of sampling, or between
PCR and RT-PCR products, and their contribution to the overall average dissimilarity (in

brackets), according to SIMPER analysis, with or without discriminating the diets

Diet C L P All
Comparison 20 vs. 30 dph

Genomic DNA

Main dissimilar OTU Vibrio sp. A Vibrio sp. A Vibrio sp. G Vibrio sp. A
Contribution (overall 12.5 (73.9) 18.2 (81.5) 12.5 (70.4) 11.3 (74.3)
dissimilarity)

cDNA _ _ ‘
Main dissimilar OTU Rf 0.835° Rf 0.835" Vibrio sp. A Rf0.835°
Contribution (overall 8.9 (84.2) 14.4 (84.5) 6.3 (74.4) 9.1(78.4)
dissimilarity)

Comparison genomic Vvs.

cDNA

20 dph

Main dissimilar OTU Vibrio sp. G Vibrio sp. G Vibrio sp. G Vibrio sp. A
Contribution (overall 85(72.8)  9.4(56.7) 6.9(61.5)  7.9(65.8)
dissimilarity)

30 dph . ‘ ‘
Main dissimilar OTU Rf 0.835° Rf 0.835° Vibrio sp. O Rf0.835°
Contribution (overall 8.9 (88.2) 14.4(82.8) 5.4 (66.7) 9.2 (69.8)
dissimilarity)

¥ Lactobacillus casei X2 (L) and unidentified OTU had the same Rf (0.835)
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