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AVANT-PROPOS 

 

Le projet de thèse « Inves$ga$on de souches de Pseudoalteromonas productrices d’altérines 

comme probio$ques en ostréiculture : caractérisa$on et modula$on des communautés 

bactériennes » a été co-financé par la Région Bretagne (disposi$f ARED – Alloca$on de 

Recherche Doctorale) et par l’École Universitaire de Recherche ISblue (Interdisciplinary 

graduate school for the blue planet).  

Dans le cadre de ce projet, une mobilité de trois mois a été effectuée sous l’encadrement du 

Pr. Lucie Beaulieu au Département des Sciences des aliments de la Faculté des Sciences de 

l’Agriculture de l’Alimenta$on de l’Université Laval à Québec, Canada de septembre à décembre 

2023. CeYe mobilité a été soutenue par le projet ISblue co-financé par une aide de l’État gérée 

par l’Agence Na$onale de la Recherche au $tre du programme Inves8ssements d’avenir intégré 

à France 2013, portant la référence ANR-17-EURE-0015.  

Au cours de ceYe thèse, des séjours d'une durée totale de six semaines ont également été 

effectués sous l’encadrement du Dr. Sandrine Baron à l'Unité Mycoplasmologie, Bactériologie 

et An$biorésistance du Laboratoire de Ploufragan, raYaché à l'Agence Na$onale de Sécurité 

Sanitaire de l'Alimenta$on, de l'Environnement et du Travail (ANSES). 

Les expérimenta$ons sur l’huître plate ont été rendues possible par le Centre technique 

conchylicole de Porscave (Lampaul-Plouarzel), affilié au Comité Régional de la Conchyliculture 

de Bretagne-Nord (CRC BN). CeYe par$e du projet a été financée par les Fonds Européen pour 

les affaires mari$mes, la pêche et l’aquaculture (FEAMPA mesure 47) dans le cadre du projet 

Développement de Probio8ques Innovants pour l’Aquaculture MAriNe (PAQMAN). 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE  

1. L’aquaculture : contexte et problématiques 

1.1. Production aquacole mondiale et épisodes infectieux 

La croissance démographique mondiale génère de nouvelles probléma$ques et de nouveaux 

enjeux, notamment du point de vue de la sécurité alimentaire. L’aquaculture, secteur en plein 

essor, est un domaine promeYeur pour répondre à la demande alimentaire mondiale. 

L’aquaculture est un secteur en plein essor, avec un taux de croissance annuel moyen de 6,7% 

entre les années 1990 et 2020 (FAO, 2022). En 2022, la produc$on d’animaux aqua$ques par 

élevage a dépassé pour la première fois la pêche avec 94,4 millions de tonnes produites, 

représentant une valeur de première vente de 296 milliards de dollars USD (FAO, 2024a). Les 

principaux producteurs en aquaculture sont la Chine (36% de la produc$on mondiale en 2022) 

suivie de l'Inde (8%), l'Indonésie (7%), le Vietnam (5%) et le Pérou (3%) (FAO, 2024a). La 

pisciculture domine la produc$on mondiale d’animaux aqua$ques avec 61,6 Mt produites en 

2022 (FAO, 2024b), suivie de la produc$on des mollusques (18,9 Mt) et des crustacés (12,8 Mt). 

La produc$on aquacole française est en revanche principalement axée sur la conchyliculture, 

avec 149kt de produits vendus en 2021. CeYe produc$on est suivie par la pisciculture qui ne 

représente que 44kt (FranceAgriMer, 2023).  

Les capacités de produc$on aquacole sont toutefois limitées par la survenue d'épisodes 

infec$eux qui provoquent de fortes mortalités et donc des pertes économiques importantes 

même si difficilement chiffrables (Lafferty et al., 2015). Figurent parmi ces épisodes des 

infec$ons bactériennes, virales ou encore parasitaires (Dantan et al., 2024). Différentes espèces 

d’intérêt économique sont touchées par ce phénomène :  

- La palourde, avec le syndrome de l’anneau brun causé par l’agent infec$eux Vibrio 

tape8s (Allam et al., 2002) ; 

- Les huîtres, vic$mes du parasite Bonamia ostreae (Lane et al., 2016) ou encore d’un 

variant du virus ostreid herpesvirus type 1 (OsHV-1 µVar) pour les huîtres creuses (de 

Lorgeril et al., 2018) ;  

- Les salmonidés et les poissons ornementaux sont sensibles à la bactérie Aeromonas 

salmonicida, responsable d’infec$ons en élevages (Lamy et al., 2022).  
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CeYe espèce autochtone des côtes françaises était uniquement élevée en Bretagne, 

provenant majoritairement de la rivière du Belon, ce qui lui a valu son appella$on huître belon 

(CNC, 2019; Pogoda, 2019). Depuis le début du XXe siècle avec la survenue d'un épisode de 

mortalité massif conduisant à une ex$nc$on quasi-totale de l'espèce, l'huître plate O. edulis est 

aujourd'hui recensée parmi les espèces en danger par la commission OSPAR et par l'Union 

Européenne (zu Ermgassen et al., 2020). Suite à ces mortalités, les acteurs de la filière se sont 

tournés vers une espèce portugaise d'huître creuse, Crassostrea angulata, qui fut décimée à 

son tour dans les années 70 par un iridovirus (Ba$sta et al., 2015). C'est alors qu'a été introduite 

l'espèce japonaise C. gigas, qui est aujourd’hui l’espèce la plus cul$vée et la plus consommée 

en France. Mais les épisodes infec$eux con$nuent à sévir dans les parcs ostréicoles et à 

perturber l'élevage des huîtres. La culture de l'huître du pacifique C. gigas est impactée par des 

épisodes de mortalité causés notamment par la bactérie pathogène Vibrio aestuarianus et le 

virus OsH-V1 µVar (Figure 1). 

1.3. Pathogènes des huîtres 

1.3.1. Les parasitoses 

Les huîtres sont sensibles à divers pathogènes dont les parasites qui ont causé par le passé 

de fortes mortalités dans les élevages (Buestel et al., 2009) :  

- Bonamia exi8osa est un parasite uniquement pathogène pour Ostrea spp. ; 

- B. ostreae, parasite protozoaire touchant à la fois les espèces du genre Ostrea et l’huître 

du pacifique C. gigas (Lane et al., 2016). 

- Le parasite Haplosporidium nelsoni est spécifique des huîtres C. gigas et C. virginica 

(Frank-Lawale et al., 2014; Hine, 2020) ;  

Le parasite B. ostreae infecte et se mul$plie dans les hémocytes et sa présence est associée 

à des lésions sur le $ssu conjonc$f des branchies, du manteau et de la glande diges$ve (Arzul 

et al., 2009). Les huîtres infectées peuvent présenter une décolora$on de leurs $ssus, des 

indenta$ons au niveau de leurs branchies ou encore des ulcères. Cependant, la plupart des 

individus infectés sont asymptoma$ques (Chevignon et al., 2022). 



 18 

1.3.2. Mortalités au stade larvaire de bivalves 

Les huîtres sont également sensibles à certaines bactéries opportunistes du genre Vibrio 

(Prado et al., 2015), par$culièrement au stade larvaire. Actuellement, l'élevage en écloserie est 

une pra$que indispensable à l’obten$on de naissains d’huîtres des$nés à l'aquaculture (zu 

Ermgassen et al., 2023a). Cependant, des épisodes infec$eux causés par certaines espèces du 

genre Vibrio cons$tuent le principal frein à la produc$on en écloserie de bivalves. La vibriose, 

caractérisée par une diminu$on soudaine de la mo$lité des larves de bivalves, le détachement 

du velum et la nécrose du corps mou, provoque des taux de mortalité très élevés, pouvant 

dépasser 90 % en 24 à 48 heures (Prado et al., 2015).  

Lors d’épisodes de mortalités observés en écloserie, des prélèvements ont permis d’isoler 

chez différentes espèces de bivalves des bactéries du genre Vibrio responsables d’infec$ons : 

- Des huîtres creuses (C. gigas) d’écloseries et d’élevages ont été infectées en 2007 par 

des souches de l’espèce Vibrio tubiashii (Travers et al., 2014) ; 

- Des isolats obtenus à par$r de larves et de l’eau de mer d’un élevage de praires durant 

un épisode infec$eux ont mis en évidence un nouveau pathogène, Vibrio bivalvicida ; la 

pathogénicité de ces isolats a également été observée sur des larves d’O. edulis en 

laboratoire (Dubert et al., 2016) ; 

- Les espèces Vibrio splendidus et Vibrio aestuarianus sont également associées aux 

épisodes de mortalité de l’huître C. gigas qui se produisent l’été en France (Garnier et 

al., 2008).  

1.3.3. Syndrome de mortalité des huîtres du pacifique  

L’huître creuse est fortement impactée par un virus, OsHV-1 µVar, responsable du syndrome 

de mortalité des huîtres du pacifique (de Lorgeril et al., 2018). Le syndrome de mortalité des 

huîtres du pacifique ou POMS (de l’anglais Pacific Oyster Mortality Syndrome) a la par$cularité 

d’impliquer à la fois le virus OsHV-1 µVar et des bactéries du genre Vibrio (Clerissi et al., 2020). 

Ce syndrome affecte l’huître creuse C. gigas et plus par$culièrement les naissains et les 

juvéniles (Segarra et al., 2010). La compréhension de ce syndrome nécessite d’adopter une 

approche holis$que, prenant en compte le système immunitaire de l’hôte et son microbiote (de 

Lorgeril et al., 2018). De plus, d’autres facteurs comme les interac$ons entre les agents 
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infec$eux et la température de l’eau de mer, la disponibilité des aliments ou encore la géné$que 

et l’âge des huîtres font par$e des facteurs contribuant à ce syndrome (PeYon et al., 2021).  

L’infec$on des huîtres par le virus OsHV-1 µVar est la première étape du processus 

d’infec$on. Ce virus altère les cellules hémocytaires et affecte leur réponse immunitaire (PeYon 

et al., 2021). CeYe altéra$on est suivie par une dysbiose du microbiote bactérien, ce qui mène 

à une deuxième étape d’infec$on par des bactéries opportunistes. Parmi ces bactéries, on 

compte de nombreuses espèces du genre Vibrio dont V. crassostreae, bactérie par$culièrement 

virulente chez les huîtres creuses juvéniles (Bruto et al., 2017).   

Suite à l'injec$on du virus OsHV-1, des lésions ont été observées sur les $ssus des branchies 

des huîtres creuses juvéniles, suivies de la dégrada$on de ces $ssus 78 heures après l'infec$on 

(de Lorgeril et al., 2018). De plus, des bactéries du genre Arcobacter, Salinerepens, Pychrobium, 

Marinobacterium, Psychrilyobacter, Marinomonas, Vibrio, Fusibacter, Cryomorphaceae et 

Psychromonas ont été fréquemment observées dans les $ssus des huîtres infectées (PeYon et 

al., 2021). Ainsi, ces bactéries associées représentaient 59% du microbiote total des huîtres 

infectées au bout de 72h d’infec$on, contre 2% au début de l’expérimenta$on (de Lorgeril et 

al., 2018).  

Le lien entre instabilité du microbiote bactérien et infec$on bactérienne reste en effet une 

probléma$que dans la compréhension de la santé de l’hôte et des mécanismes infec$eux. Dans 

certains cas, l'altéra$on du microbiote peut être le résultat d'une infec$on et dans d'autres la 

cause (de Lorgeril et al., 2018; Lasa et al., 2019). La sensibilité d'une espèce à un épisode 

infec$eux peut être corrélée à la composi$on de son microbiote et notamment à son 

microbiote hémolympha$que (Vezzulli et al., 2018). Le microbiote devient alors un marqueur 

de l’état de santé de l’hôte et doit être considéré au même $tre que sa physiologie ou son 

système immunitaire.  

1.4. Usage d’antibiotiques  

Afin d’empêcher la progression de telles infec$ons bactériennes et ainsi limiter les pertes au 

sein des élevages, des an$bio$ques sont u$lisés en aquaculture, par$culièrement en 

pisciculture (Pérez-Sánchez et al., 2018). Cet usage d'an$bio$ques est réglementé en Europe, 

en Amérique du Nord et également au Japon : très peu d'an$bio$ques sont autorisés (WaYs et 
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al., 2017). En Europe, l’usage d’an$bio$ques dans le but d’améliorer la croissance et le 

rendement des animaux est interdit depuis 2006 (règlement (CE) n°1831/2003). De plus, l’usage 

d’an$bio$ques en traitement prophylaxique (préven$f) ou métaphylaxique (traitement de tous 

les animaux d’un même groupe lorsque certains sont malades) n’est autorisé 

qu’excep$onnellement. Le traitement cura$f, i.e. d’animaux présentant des symptômes, est 

autorisé sous ordonnance d’un vétérinaire (règlement (UE) n°2019/6). Cependant, ces 

réglementa$ons ne sont pas effec$ves dans d’autres régions du monde (Gao et al., 2012), 

notamment les pays d’Asie qui, en 2022, généraient 70% de la produc$on mondiale en animaux 

aqua$ques (FAO, 2024a). Malgré un progrès notable des méthodes de diagnos$c pour iden$fier 

les agents infec$eux impliqués dans des épisodes de mortalité, le manque d’informa$ons et de 

capacités de diagnos$c dans ces pays peut conduire à une mauvaise u$lisa$on des an$bio$ques 

(Chowdhury et al., 2022). 

Les an$bio$ques sont administrés aux poissons par inges$on, injec$ons ou encore par 

balnéa$ons (Cabello, 2006). La méthode de balnéa$on consiste à placer les animaux d’élevage 

en immersion dans des bassins contenant le traitement souhaité (Evans et al., 2004). Les 

aliments non-consommés et les excréments de poissons chargés d’an$bio$ques se déposent 

alors dans les sédiments au fond des enclos d’élevage et peuvent ensuite être transportés dans 

d’autres zones après neYoyage (Gordon et al., 2007). Les résidus d’an$bio$ques libérés dans 

l’environnement sont ainsi suscep$bles d’être consommés par d’autres organismes, notamment 

des filtreurs comme les mollusques (Cabello, 2006). De plus, la persistance d'an$bio$ques dans 

les produits aquacoles n'est pas sans conséquences sur le consommateur qui, in fine, les ingère. 

Une étude a ainsi mis en évidence la présence de 5 an$bio$ques différents dans les $ssus de 

produits d’origine aquacoles de 11 pays différents à des concentra$ons supérieures aux limites 

de détec$on (Done and Halden, 2015). Cet exemple rend compte d’une probléma$que plus 

globale de bioaccumula$on d’an$bio$ques dans les $ssus des animaux d’élevage (El-Saadony 

et al., 2021).  

Les bactéries présentent naturellement des résistances aux an$bio$ques : certains 

mécanismes innés et indispensables à leur fonc$onnement, comme les pompes à efflux, 

peuvent être ac$vés en présence d’an$bio$ques et ainsi induire une résistance (Reygaert, 

2018). D’autre part, les bactéries à Gram néga$f sont naturellement résistantes aux 

an$bio$ques qui ciblent le pep$doglycane de la paroi cellulaire comme les pénicillines 
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naturelles, car ce mécanisme est inefficace contre la membrane externe de ces bactéries (Miller, 

2016).  

La forte u$lisa$on des an$bio$ques induit une pression de sélec$on qui s'établit dans 

l'environnement et conduit à la mobilisa$on et au transfert de gènes de résistance aux 

an$bio$ques, ce qui par$cipe au phénomène d’an$biorésistance (An8Microbial Resistance ou 

AMR) (Preena et al., 2020; Santos and Ramos, 2018). Différents mécanismes d’acquisi$on de 

gènes de résistance sont mis en place par les bactéries exposées aux an$bio$ques : ces gènes 

peuvent être le fruit de muta$ons (transmission ver$cale) ou être transmis entre bactéries par 

transmission horizontale si présents sur des éléments mobiles comme des plasmides (Roux and 

Blokesch, 2018). Les animaux d’aquaculture hébergent des bactéries commensales, ce qui en 

fait des gene8c hotspots pour ce type de transfert (WaYs et al., 2017). L’émergence de ces 

résistances a des conséquences sanitaires directes sur les élevages mais également indirectes 

en santé publique (OMS, 2023).  

Il est donc impéra$f aujourd'hui de proposer des alterna$ves à l’u$lisa$on des an$bio$ques 

pour endiguer ce phénomène d’an$biorésistance. Parmi ces solu$ons on peut trouver la 

vaccina$on (Kumar et al., 2008; Li et al., 2013; Mar�nez Cruz et al., 2012; Newaj-Fyzul and 

Aus$n, 2015), l’u$lisa$on de bactériophages (Jun et al., 2013; Pires et al., 2016), des méthodes 

d'inhibi$on du quorum sensing (Mion et al., 2019; Rutherford et al., 2011) ou encore le recours 

à des compléments alimentaires tels que les addi$fs phytogéniques (Ahmadifar et al., 2021), 

les huiles essen$elles (Dawood et al., 2021), les prébio$ques (Gibson et al., 2004) ainsi que les 

probio$ques (Abdel-La$f et al., 2023; Nayak, 2021; Offret et al., 2019c). 

La composante bactérienne des communautés microbiennes, environnementales ou 

associées aux animaux, joue un rôle capital dans la santé des animaux en structure aquacole. Si 

l'on peut considérer ces communautés bactériennes sous un prisme néga$f, du fait de leur rôle 

dans les phénomènes infec$eux et les épisodes de mortalité, elles s'observent sous un jour plus 

favorable au regard du rôle du microbiote dans l'homéostasie de l'hôte et de la per$nence des 

probio$ques en système aquacole. Pour mieux comprendre les interac$ons entre les animaux, 

leur environnement et les communautés microbiennes associées, il apparaît nécessaire de 

recourir à une approche intégra$ve qui considère l'hôte et les microorganismes associés dans 

leur ensemble. 
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2. L'holobionte 

Le terme holobionte a été pour la première fois u$lisé par Meyer-Abich en 1943 puis par 

Lynn Margulis en 1991 (Margulis and Fester, 1991), pour décrire un phénomène d'évolu$on se 

basant majoritairement sur des interac$ons indéfec$bles entre des microorganismes et des 

organismes hôtes conduisant à la créa$on de nouvelles en$tés uniques (Baedke et al., 2020). 

Les plantes et les animaux ont tous un microbiote qui leur est associé, et sont alors considérés 

comme des holobiontes (Zilber-Rosenberg and Rosenberg, 2008). La no$on d’holobionte sera 

ensuite u$lisée plus largement dans des études, portant notamment sur la descrip$on des 

coraux, leurs microalgues et microorganismes associés, comme une seule en$té complexe et 

évolu$ve (Destoumieux-Garzón et al., 2024).  

Le terme d'hologénome a ensuite été proposé afin de décrire ce phénomène par le prisme 

de sa composi$on géné$que ; ainsi les génomes de l'hôte et du microbiome qui lui sont associés 

forment un hologénome (Rosenberg and Zilber-Rosenberg, 2018). Les varia$ons observées au 

sein de l'hologénome peuvent être dues à des changements au niveau du génome de l'hôte 

et/ou au niveau du microbiome dans une dynamique de coévolu$on (Theis et al., 2016).  

Le microbiote associé à l’holobionte comprend des microorganismes permanents et 

transitoires, transmis par l’environnement (transmission horizontale) ou encore par les parents 

(transmission ver$cale) (Berg et al., 2020). Une varia$on du microbiote peut jouer un rôle 

important dans l'évolu$on et l'adapta$on dynamique de l'holobionte (Figure 2). L'holobionte 

serait donc une en$té soumise à une pression de sélec$on au même $tre qu'un individu au sein 

d'une espèce (Rosenberg and Zilber-Rosenberg, 2018).  

CeYe théorie rencontre de nombreuses cri$ques et reste aujourd'hui controversée : peut-

on parler de coévolu$on, ou simplement d'une pression de sélec$on exercée par l'hôte ou par 

les microorganismes ? Une autre approche de l'étude des interac$ons hôte-microorganismes 

est proposée par Moran and Sloan, 2015. Ces derniers proposent d'appréhender la coévolu$on 

hôte-microorganismes en décryptant les bénéfices mutuels des adapta$ons observées sans 

considérer la théorie de l'hologénome comme un postulat naturel.  
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3.1. Incidences des probiotiques en élevages aquacoles 

3.1.1. Une optimisation des performances digestives et de la reproduction  

Certains probio$ques par$cipent à la bonne diges$on des nutriments du fait de la 

produc$on de nombreuses enzymes (protéases, lipases, amylases) qui facilitent l'assimila$on 

de ces nutriments par l’hôte (El-Saadony et al., 2021; Verschuere et al., 2000). De nombreuses 

bactéries probio$ques du genre Bacillus (Hidalgo et al., 2006) ou encore une levure 

Debaryomyces hansenii (Tovar et al., 2002) ont présenté une capacité à faciliter la diges$on et 

l'assimila$on des nutriments chez le bar et la truite arc-en-ciel, respec$vement. Des enzymes 

produites par ces probio$ques telles que l'amylase, la trypsine ou encore des enzymes an$-

oxyda$ves pourraient expliquer leurs effets (Merrifield et al., 2010).  

L’ajout de probio$ques en élevage peut également améliorer la fécondité et la santé des 

larves (Rohani et al., 2022). CeYe améliora$on a été observée lors de l'apport de Bacillus sub8lis 

au régime de différentes espèces de poissons ornementaux (Ghosh et al., 2007) ou encore chez 

le poisson porte-épée (Xiphophorus hellerii) à l'ajout d’un mélange commercial de souches de 

Lactobacillus, Enterococcus et Bifidobacterium (Abasali and Mohamad, 2010).  

3.1.2. L'amélioration de la croissance  

Les probio$ques u$lisés dans les différents élevages peuvent également contribuer à une 

meilleure croissance des espèces cul$vées (Verschuere et al., 2000). CeYe améliora$on de 

croissance peut se faire de façon directe ou indirecte. Différentes études témoignent en effet 

de l'impact direct d'aliments supplémentés en probio$ques sur la croissance de différentes 

espèces de poissons notamment le $lapia du Nil ou encore le porte-épée X. hellerii (Dharmaraj 

and Dhevendaran, 2010; EL-Haroun et al., 2006). Les probio$ques peuvent également s$muler 

la croissance d'une espèce planctonique u$lisée pour l'alimenta$on d'une espèce produite en 

aquaculture et ainsi s$muler la croissance de l’espèce d’élevage de manière indirecte. Par 

exemple, des bactéries lac$ques améliorent significa$vement la croissance du ro$fère 

Brachionus plica8lis, une espèce planctonique (Planas et al., 2004). Ce résultat est d’autant plus 

per$nent que les ro$fères font par$e des zooplanctons les plus communément u$lisés dans 

l’élevage larvaire de poissons et de crustacés (Dhont et al., 2013).  
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3.1.3. L'augmentation de la tolérance au stress  

Les pra$ques d'aquaculture intensives augmentent considérablement le risque de stress 

chronique, avec des effets délétères sur l'ensemble de l'élevage. Les probio$ques peuvent 

contribuer à augmenter le seuil de tolérance des animaux au stress afin d'améliorer l'état de 

santé global des individus et, par conséquent, op$miser la résistance aux infec$ons, 

l'assimila$on des nutriments ou la croissance (Hanke et al., 2020). Ainsi, un élevage de bars 

communs (Dicentrarchus labrax) supplémenté avec une souche du genre Lactobacillus a 

présenté un niveau de cor$sol significa$vement inférieur au contrôle (Carnevali et al., 2006). 

D’autre part, le niveau de stress oxyda$f d'un élevage de creveYes Litopenaeus stylirostris 

infecté par le Vibrio pathogène V. nigripulchitrudo était plus faible en présence de la souche 

probio$que Pediococcus acidliac8ci MA 18/5 ajoutée (Castex et al., 2009).   

3.1.4. Une meilleure résistance aux épisodes infectieux 

La capacité des probio$ques à favoriser la résistance des animaux d'aquaculture lors 

d'épisodes infec$eux jus$fie en grande par$e l'intérêt qui leur est porté. En effet, ils peuvent 

améliorer la réponse immunitaire de l'hôte et ainsi diminuer significa$vement la mortalité d'un 

élevage en cas d'infec$ons. L’ajout de deux souches probio$ques de l’espèce Bacillus sub8lis a 

amélioré la survie (de + 30% à + 43%) de creveYes à paYes blanches Litopenaeus vannamei lors 

d’un challenge infec$eux avec la souche Vibrio harveyi ATCC14126 (Zokaeifar et al., 2012). De 

plus, une balnéa$on d’un élevage d’ormeaux avec la souche Pseudoalteromonas rhizosphaerae 

hCg-6 a permis d’augmenter la survie des animaux de 24% en cas d’infec$on expérimentale par 

V. harveyi ORM4 (Offret et al., 2019c). De plus, l’ajout de souches de Pseudoalteromonas (D16 

et DM14) et Epibacterium B11, isolées à par$r de l’huître creuse C. gigas, augmente la survie 

de larves d’huître creuse en cas d’infec$on à Vibrio coralliily8cus (Madison et al., 2022). Une 

augmenta$on de la survie de larves d’huître C. virginica avec addi$on du probio$que Bacillus 

pumilus (RI06-95) a également été observée en présence du même Vibrio pathogène (Stevick 

et al., 2019).  

Dans certains cas, une meilleure résistance aux épisodes infec$eux en présence d’un 

probio$que et un effet sur des marqueurs de l’immunité ont été observés simultanément 

(Torres-Maravilla et al., 2024). C'est par exemple le cas du flet japonais (Paralych8s olivaceus), 

dont l'exposi$on à des probio$ques a entraîné une augmenta$on significa$ve de l'ac$vité des 
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lysozymes, ainsi qu'une améliora$on de la survie lors d'une infec$on par Vibrio anguillarum 

(Taoka et al., 2006). 

3.2. Réglementation européenne sur l’usage de probiotiques  

L’European Food Safety Authority (EFSA) est l’autorité européenne de sécurité des aliments, 

qui contrôle la mise sur le marché de nouveaux produits et publie des recommanda$ons 

scien$fiques cruciales pour garan$r la sécurité de la chaîne alimentaire en Europe (EFSA, 2024). 

Sont ciblés par certaines recommanda$ons les microorganismes vivants u$lisés durant la 

produc$on tout comme les addi$fs microbiens. Ainsi, l’innocuité de ces microorganismes 

vivants (ou probio$ques) doit être vérifiée non seulement pour l’élevage mais également pour 

le consommateur des produits obtenus (Rychen et al., 2018). 

Le concept de Qualified Presump$on of Safety ou QPS a été développé en 2003 afin de 

fournir une évalua$on générique permeYant une étude préalable de l’innocuité de ces addi$fs. 

CeYe évalua$on fait par$e des étapes indispensables en cas de commercialisa$on en Europe 

(Herman et al., 2019) et est basée sur quatre piliers : l’iden$fica$on taxinomique, l’ensemble 

des connaissances disponibles concernant le microorganisme iden$fié, la possible 

pathogénicité de ce dernier ainsi que l’usage ciblé (EFSA, 2007).  

L’iden$fica$on taxinomique se fait par séquençage et étude des génomes des 

microorganismes (Bourdichon et al., 2021). À par$r de ceYe iden$fica$on, une étude 

bibliographique peut être réalisée : sont inves$gués l’historique d’u$lisa$on, l’écologie du 

microorganisme dans son environnement naturel ou encore les aspects cliniques et industriels. 

L’étude de la pathogénicité des microorganismes étudiés passe principalement par des analyses 

de génome et la recherche de possibles facteurs de virulence et d’îlots de pathogénicité. La 

recherche de gènes de résistance aux an$bio$ques acquis est également préconisée afin 

d’éviter les risques de transmission de résistances (EFSA, 2013 ; Chapitre 1). Toutes ces études 

doivent être réalisées en prenant en compte l’effet de l’addi$f sur son environnement, en 

fonc$on de son usage. Dans ce cadre, l’étude de l’interac$on du microorganisme avec d’autres 

éléments de son environnement peut ainsi être considérée, ainsi que ses voies de colonisa$on 

et de dispersion (Herman et al., 2019).  
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Lors de l’u$lisa$on d’un addi$f microbien pour des produits des$nés à la consomma$on, les 

effets poten$els sur le consommateur et sur la diges$on de ces produits sont à envisager, aux 

plus hautes concentra$ons de l’addi$f u$lisé (EFSA (FEEDAP) et al., 2017). L’EFSA recommande 

ainsi d’établir le devenir de l’addi$f et des métabolites dérivés via des expérimenta$ons in vitro 

mais également sur des modèles d’animaux in vivo. L’objec$f est de déterminer la concentra$on 

de l’addi$f à laquelle le consommateur risque d’être exposé et ainsi d’adapter les doses d’addi$f 

ajoutées aux produits en conséquence (EFSA (FEEDAP) et al., 2017). Afin de répondre à ceYe 

recommanda$on et d’obtenir des premières données concernant le devenir de l’addi$f chez le 

consommateur, des essais de diges$on in vitro de ces addi$fs sont souhaitables (Wang et al., 

2024).  

4. Probiotiques et communautés bactériennes  

L'ac$on des probio$ques en aquaculture s'ar$cule par$culièrement autour du microbiote 

intes$nal. Ils sont alors définis comme des microorganismes vivants bénéfiques introduits au 

sein du tractus gastro-intes$nal (Verschuere et al., 2000). Le mode d'ac$on des probio$ques 

est en effet in$mement lié aux dynamiques des communautés microbiennes et à l'étude du 

microbiote (Gomez-Gil et al., 2000; Mar�nez Cruz et al., 2012). Les microorganismes u$lisés 

disposent en retour d'une niche écologique favorable à leur établissement voire à leur 

développement (Pierce and Ward, 2018).  

4.1. Incidences sur les communautés microbiennes de l’environnement 

Les probio$ques sont notamment étudiés pour l’impact qu’ils peuvent avoir sur 

l’environnement de l’hôte et donc sur les communautés bactériennes associées à l’eau de mer 

ou encore aux biofilms.  

Les probio$ques peuvent en effet améliorer la qualité de l’eau en élevage (Tabassum et al., 

2021) et ceYe améliora$on peut passer par une modula$on des communautés bactériennes 

en présence. Ainsi, l’apport d’une souche probio$que Bacillus pumilus RI06-95 à un élevage 

larvaire d’huîtres creuses (C. virginica) a induit une augmenta$on de l’abondance rela$ve des 

communautés bactériennes affiliées aux genres Oceanospirillales et Bacillus présentes dans 

l’eau de mer (Stevick et al., 2019). Par ailleurs, l'augmenta$on de la diversité de Vibrio spp. dans 

cet environnement indique, d'après ceYe étude, une réduc$on de l'abondance des souches de 
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Vibrio pathogènes et, par conséquent, une diminu$on des risques d'épisodes infec$eux en 

aquaculture. 

Les probio$ques peuvent également être étudiés pour leurs effets poten$els sur les biofilms 

se formant dans les bassins d’aquaculture (Rahman et al., 2023). Les biofilms bactériens sont 

définis comme des microorganismes enveloppés dans une matrice extracellulaire (Extracellular 

Polymeric Substance ou EPS) composée de polysaccharides, protéines, acides nucléiques (ADN, 

ARN) et autres biomolécules (Irie et al., 2012). CeYe matrice extracellulaire cons$tue le 

squeleYe de l’architecture tridimensionnelle du biofilm et condi$onne sa cohésion ainsi que 

son adhésion à des surfaces (Flemming and Wingender, 2010). La diversité des bactéries 

composant les biofilms est un facteur important pour maintenir leur survie : les interac$ons 

entre les différents microorganismes passent par des échanges de substrat, des transferts 

horizontaux de gènes ou encore des interac$ons métaboliques (Muhammad et al., 2020). De 

ces interac$ons résultent de meilleures fixa$on, adhésion et dispersion du biofilm (Luo et al., 

2022). Ces mêmes interac$ons entre les communautés du biofilm les rend également plus 

difficiles à éliminer : les traitements an$bio$ques sont moins efficaces que pour les cellules 

planctoniques, avec des concentra$ons minimales inhibitrices pouvant être entre 100 à 800 fois 

plus élevées (Grooters et al., 2024). De plus, les transferts de gène de résistance aux 

an$bio$ques entre les microorganismes composant le biofilm par$cipent au phénomène 

d’an$biorésistance.  

Une seule étude publiée, à notre connaissance, a cherché à caractériser l’impact d’un 

probio$que sur les biofilms en aquaculture, sans constater d’incidence sur la diversité ou la 

structure des communautés bactériennes (Stevick et al., 2019).  

4.2. EHets sur le microbiote bactérien des huîtres 

L’u$lisa$on de probio$ques est actuellement étudiée notamment afin d’améliorer la santé 

des huîtres et notamment leur capacité à résister à des épisodes infec$eux en aquaculture 

(Paillard et al., 2022).  

Une étude du microbiome larvaire de l’huître C. virginica en présence du probio$que 

Phaobacter inhibens S4 (104 UFC/mL) a été réalisée (Takyi et al., 2024). La présence du 

probio$que n’a pas eu d’incidence sur la richesse et la diversité du microbiote larvaire. En 
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revanche, des modifica$ons ont été observées au niveau de la composi$on bactérienne de ce 

microbiote en ma$ère d’abondances rela$ves. L’ajout d’une souche de Bacillus pumilus n’a pas 

impacté la structure ou la diversité du microbiote larvaire de l’espèce C. virginica (Stevick et al., 

2019). La présence de ceYe souche est cependant corrélée à une abondance rela$ve moins 

importante de Vibrio spp., suggérant un effet bénéfique sur le microbiote des larves traitées.  

Le microbiote d’huîtres creuses juvéniles (Crassostrea sikamea) a également été étudié en 

présence de souches du genre Streptomyces (García Bernal et al., 2017). L’impact sur le 

microbiote des huîtres se traduit par une diversité augmentée et une structure modifiée.  

Les probio$ques sont employés à des fins préven$ves, dans le but d'assurer que les 

modifica$ons induites par leur u$lisa$on soient durables (Verschuere et al., 2000). Ainsi, une 

modula$on pérenne du microbiote générant un impact bénéfique sur l’hôte est recherchée lors 

de l’u$lisa$on de ces addi$fs microbiens. L’objec$f est d’obtenir une modula$on durable et 

bénéfique du microbiote : on peut alors parler d’éduca8on microbienne. Le microbiote est 

façonné tôt dans le cycle de vie de l’huître, afin d’adapter et de produire un phénotype désiré 

et adapté à l'environnement de l'holobionte. CeYe éduca8on microbienne par$ciperait alors au 

bon développement de l'hôte, et en par$culier de son immunité qui aurait été s$mulée dès les 

premiers stades larvaires (Dantan et al., 2024). 

5. Le microbiote bactérien chez l’huître 

5.1.  Physiologie et facteurs abiotiques  

Le patrimoine géné$que et le stade de développement de l'hôte sont corrélés à une 

structura$on spécifique du microbiote au sein d'une seule et unique popula$on. Au sein d’une 

même popula$on, il existe des différences inter-individuelles de microbiote qui s’expliquent 

notamment par le stade de développement de l’huître. Les communautés bactériennes 

associées aux larves d’huîtres creuses vont par exemple perdre en richesse et en diversité dès 

le stade post-larvaire (Ar�en et al., 2021). CeYe perte de richesse et de diversité sera également 

observée entre ce même stade post-larvaire et le stade adulte (Trabal Fernández et al., 2014). 

De plus, les différents compar$ments de l'huître abritent des microbiotes dis$ncts non 

seulement par leur composi$on mais également leur diversité. Lokmer et al., 2016b ont par 

exemple montré que le microbiote hémolympha$que de l'huître creuse C. gigas présente une 
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diversité plus importante que d'autres compar$ments étudiés comme la glande diges$ve, les 

branchies et le manteau. Ces résultats indiquent que le microbiote varie en fonc$on du rôle 

physiologique du compar$ment étudié (King et al., 2020; Pierce, 2016). 

D’autre part, le mode de vie des huîtres les expose à une forte variabilité des facteurs 

abio$ques, principalement la température et la salinité (Paillard et al., 2022). Ces facteurs 

par$cipent en effet à la média$on du microbiote des huîtres. La température de l’eau et plus 

généralement, l’évolu$on des condi$ons environnementales au fil des saisons, sont des facteurs 

qui modifient la structura$on du microbiote des différents compar$ments de l'huître (Fraune 

and Bosch, 2007; Lokmer and Mathias Wegner, 2015; McLoughlin et al., 2016; Offret et al., 

2020). D’autre part, le microbiote est spécifique de la provenance géographique des huîtres : 

par exemple, des individus des espèces Crassostrea corteziensis et C. sikamea présentes sur le 

même site partageaient des microbiotes de leurs glandes diges$ves plus proches entre eux 

qu'avec des individus de leurs espèces respec$ves présents sur d'autres sites (Trabal Fernández 

et al., 2014, 2012). Le transfert d'huîtres d'un site à un autre a par conséquent un effet 

significa$f sur le microbiote de l'huître, et notamment sur le microbiote dit transitoire (Dupont 

et al., 2020; Lokmer et al., 2016a; Nguyen et al., 2020). Certains taxons sont par exemple 

présents chez certaines popula$ons et absents chez d'autres : des différences de diversité 

intraspécifiques en résultent (Lokmer et al., 2016a; Wegner et al., 2013). 

5.2. Acquisition du microbiote : transmissions horizontales et verticales  

Les huîtres sont également exposées à des facteurs bio$ques tels que les microorganismes 

de la colonne d’eau : leur diversité et leur abondance module la composi$on et la structure de 

leur microbiote (Pierce and Ward, 2018). Ainsi, certains microorganismes retrouvés libres dans 

l'environnement peuvent s'associer à un hôte qui regroupe les condi$ons idéales pour leur 

établissement : on parle alors de transmission horizontale (Unzueta-Mar�nez et al., 2022a). 

CeYe associa$on peut d'une certaine manière être médiée par l'hôte de façon ac$ve ou passive, 

et plus globalement par l'holobionte. Ainsi, l’huître creuse C. gigas présentait un microbiote 

hémolympha$que qui variait davantage entre des individus d’un même site qu’entre les 

individus de différents sites (Lokmer et al., 2016a). Une sélec$on des microorganismes présents 

dans la colonne d’eau et dans les sédiments peut également être réalisée par les bivalves en 

fonc$on de leurs compar$ments (Paillard et al., 2022). CeYe sélec$on peut être dite passive 
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par l’hôte, car dépendant de facteurs extérieurs comme les nutriments disponibles, le cycle de 

vie ou encore son état de santé. La sélec$on ac8ve de certains microorganismes pourrait être 

corrélée à un contrôle du système immunitaire, comme  la sélec$on de microorganismes 

produisant des pep$des an$microbiens (PAMs), jouant un rôle dans la réponse immunitaire de 

l’huître (Defer et al., 2013). Chez les huîtres, les familles de PAMs sont diversifiées et sont 

exprimées par des cellules immunitaires, épithéliales ainsi que les hémocytes (SchmiY et al., 

2012). Parmi ces familles de pep$des, les Big-défensines sont par exemple impactées par le 

syndrome du POMS, ce qui suggère leur rôle dans la résistance des huîtres à ceYe maladie et 

dans la média$on des communautés bactériennes en présence (De San Nicolas et al., 2022). 

Le microbiote peut également être transmis ver$calement, i.e. par transfert généra$onnel, 

ce qui englobe également le concept de transfert maternel (Dominguez-Bello et al., 2010). Par 

exemple, le microbiote de larves d’huîtres Saccostrea glomerata est influencé par$ellement par 

le microbiote maternel, plus précisément par les communautés bactériennes des gamètes 

femelles de l’huître (Unzueta-Mar�nez et al., 2022a). D’autre part, une modula$on du 

microbiote observé chez des larves d’huître creuse C. gigas exposées à une eau enrichie en 

microorganismes a également été observée pour le microbiote de la généra$on suivante, 

suggérant un transfert intergénéra$onnel (Fallet et al., 2022).  

Le microbiote des huîtres peut être acquis par transfert horizontal et/ou par transfert 

ver$cal. D’autre part, ceYe transmission peut être permanente ou transitoire. On parle alors de 

core-microbiote et de microbiote transitoire, respec$vement. Le core-microbiote peut être 

défini comme les communautés bactériennes systéma$quement associées à un génotype et à 

un environnement donné (Berg et al., 2020). La no$on de core-microbiote est en constante 

évolu$on et est souvent remise en cause car souvent considérée comme un ensemble de 

communautés bactériennes associées à un rang taxinomique donné, et non à un ensemble de 

fonc$ons essen$elles à l’homéostasie de l’holobionte (Lemanceau et al., 2017). À l’inverse, le 

microbiote transitoire varie en fonc$on du temps, des condi$ons environnementales, de la 

disponibilité en nutriments ou encore du stade de développement et du cycle de vie de l'hôte 

(Berg et al., 2020).  
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5.3. Déséquilibres du microbiote bactérien 

Les organismes marins aYeints par une infec$on peuvent présenter des microbiotes 

modifiés. Le microbiote hémolympha$que d’huîtres creuses touchées par une infec$on à Vibrio 

sp. présente une diversité par$culièrement faible accompagnée par la proliféra$on de quelques 

taxons appartenant au genre Arcobacter (Lokmer and Mathias Wegner, 2015). Dans le cadre 

d’une infec$on d’huîtres creuses juvéniles au POMS, certains taxons ont pu être associés à la 

sensibilité/résistance des huîtres au syndrome (Delisle et al., 2022). D’autre part, une 

perturba$on importante du microbiote diges$f d’huître creuse a été observée lors d’une 

infec$on par Vibrio alginoly8cus, avec une proliféra$on de certains taxons (Li et al., 2022).  

De plus, la salinité et la température sont deux facteurs environnementaux qui peuvent 

favoriser le développement d’infec$ons chez l’huître (Gignoux-Wolfsohn et al., 2020). Les 

facteurs environnementaux impactent en effet les communautés bactériennes en place. 

L’augmenta$on de la température d’acclimata$on d’huîtres creuses de 8 à 22°C cause une 

modifica$on des dynamiques de structure du microbiote hémolympha$que avec des 

changements d’abondances rela$ves des communautés, ce qui montre bien la plas$cité de ce 

dernier face à un stress environnemental (Lokmer and Mathias Wegner, 2015). De plus, une 

baisse de la salinité de l’eau de mer a engendré une réduc$on significa$ve de la richesse et de 

la diversité du microbiote diges$f d’huîtres creuses (Li et al., 2022).  

La chaîne de causalité entre déséquilibre du microbiote, développement d’une infec$on et 

mortalité est une probléma$que au centre de l’étude de ces épisodes infec$eux. Pour démêler 

ces intrica$ons hôte-microbiote-environnement, il est nécessaire d'adopter une vision 

holis$que intégrant des études qui s'intéressent à l'hôte et son microbiote comme une seule et 

unique en$té.  

6. Investigation de souches de Pseudoalteromonas productrices d'altérines 

comme probiotique en ostréiculture  

Les organismes marins sont exposés à une grande concentra$on de microorganismes 

présents dans l’eau de mer : ces concentra$ons sont es$mées à 104 UFC/mL pour les bactéries 

(Zweifel and Hagstrom, 1995), 103 UFC/mL pour les champignons (Zinger et al., 2012) et 3.106 

virus/mL (SuYle, 2005). CeYe forte pression microbienne, notamment appliquée sur les 
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invertébrés marins, en font des modèles d’études par$culièrement intéressants afin d’explorer 

la théorie de l’hologénome (Offret et al., 2019b). Le microbiote cul$vable des liquides 

circulatoires d’huîtres (C. gigas et O. edulis), de mollusques (My8lus edulis et Halio8s 

tuberculata) et d’échinodermes (Echinus esculentus et Holothuria forskali) a été exploré (Defer 

et al., 2013; Offret et al., 2019b). Ainsi, l’hémolymphe des huîtres abrite de nombreuses 

souches qui présentent une ac$vité an$bactérienne contre des pathogènes aquacoles comme 

les bactéries du genre Vibrio ou encore Aeromonas (Defer et al., 2013).  

Parmi ces souches, des bactéries du genre Pseudoalteromonas produisant des pep$des 

an$microbiens, les altérines, ont pu être isolées et caractérisées. Ces souches de 

Pseudoalteromonas ont été étudiées pour leur poten$el probio$ques en élevage d’ormeaux 

(Offret et al., 2019c) et également chez le bar commun (Rahmani et al., 2023). Dans les deux 

cas, ces souches poten$elles probio$ques ont été mises en présence des espèces d’élevage par 

balnéa$on (106 UFC/mL pendant 4h) en usage préven$f, avant épreuve infec$euse par une 

souche de l’espèce Vibrio harveyi. Une augmenta$on significa$ve de la survie de l’ordre de 25% 

a pu être observée pour ces deux espèces. De plus, l’addi$on des souches probio$ques de 

Pseudoalteromonas a permis la réduc$on de l’épaisseur maximale du biofilm dans les bassins 

d’élevage (Rahmani et al., 2023). Les souches de Pseudoalteromonas productrices d’altérines 

présentent donc une ac$vité an$bactérienne in vitro et un effet probio$que en élevage 

d’ormeaux et de bars.  

Ce projet de thèse étudie l’effet des souches de Pseudoalteromonas en élevage ostréicole. 

Dans un premier temps, des analyses in silico des génomes des souches de Pseudoalteromonas 

ont été réalisées afin d’évaluer si ces souches respectent les critères réglementaires pour 

pouvoir prétendre au statut de probio$que : sont également caractérisés les pep$des 

an$microbiens produits par ces souches. Ensuite, un essai in vivo sur une matura$on sexuelle 

de l’huître plate Ostrea edulis a permis une première observa$on des communautés 

bactériennes associées à cet élevage et également d’évaluer l’incidence des souches de 

Pseudoalteromonas sur ces communautés ainsi que sur d’autres paramètres comme la survie 

des huîtres et la forma$on du biofilm. Enfin, le devenir des souches de Pseudoalteromonas ainsi 

que des altérines qu’elles produisent a pu être observée chez l’Humain grâce à des essais de 

diges$on in vitro permeYant de suivre leur diges$on dans différents compar$ments du tractus 

gastro-intes$nal.  
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CHAPITRE 1 - CARACTÉRISATION DES SOUCHES DU GENRE 

PSEUDOALTEROMONAS COMME POTENTIELS PROBIOTIQUES : ÉTUDES IN 

SILICO ET IN VITRO  

1. Introduction 

1.1. Criblage de candidats probiotiques 

L’un des critères communément u$lisés pour la sélec$on d'une souche bactérienne comme 

probio$que est une ac$vité an$microbienne et/ou an$biofilm in vitro contre des bactéries 

pathogènes humains ou aquacoles pour l’hôte (Contente et al., 2024; Defer et al., 2013). En 

effet, de nombreux probio$ques produisent des composés an$microbiens comme des 

bactériocines ou encore des lipopep$des (El-Saadony et al., 2021). Ces composés peuvent 

par$ciper ac$vement à la bioprotec$on d'une espèce en cas d'infec$on (Pérez-Sánchez et al., 

2018). C’est le cas de la nisine Z produite par une souche de Lactococcus lac8s. CeYe dernière 

améliore la survie de la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) lors d'une infec$on à 

Lactococcus garvieae (Araújo et al., 2015). La caractérisa$on d'un probio$que ne se limite 

cependant pas à son ac$on an$microbienne. Un probio$que peut également être sélec$onné 

pour (i) sa capacité à coloniser le tractus gastro-intes$nal, (ii) la produc$on d'enzymes pouvant 

améliorer la diges$bilité des nutriments par les espèces d’élevage, (iii) la produc$on de 

molécules qui améliorent indirectement la tolérance de l'hôte au stress (Shokryazdan et al., 

2017). 

Des analyses de génomes des souches étudiées comme probio$ques sont également 

réalisées en complément des études in vitro/in vivo (Dindhoria et al., 2022; Panthee et al., 2021; 

Rizzo et al., 2022; Wang et al., 2024). Ces études permeYent d’explorer les génomes pour 

iden$fier des gènes puta$fs impliqués dans la pathogénicité d’une bactérie, ou de supposer la 

produc$on d’enzymes d’intérêt ou de métabolites secondaires (Contente et al., 2024). Dans le 

cadre d’une mise sur le marché d’un probio$que en tant qu’addi$f alimentaire, des 

recommanda$ons ont en effet été publiées par l’EFSA (European Food Safety Authority) 

concernant des vérifica$ons à réaliser sur les génomes en$ers des microorganismes (EFSA, 

2021) pour prétendre à une autorisa$on de mise sur le marché. Ces analyses in silico par$cipent 

ainsi à l’évalua$on de l'innocuité d'un microorganisme, en permeYant une iden$fica$on 

taxinomique fine en complément des études phénotypiques (Shokryazdan et al., 2017), et 
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d'autre part de détecter d'éventuels gènes de résistance aux an$bio$ques ainsi que des facteurs 

de virulence. 

1.2. Bactéries d'intérêt du genre Pseudoalteromonas 

Le genre Pseudoalteromonas appar$ent à l’ordre Alteromonadales de la classe des γ-

Proteobacteria. Ce genre a été défini pour la première fois par Gauthier et al., 1995 qui ont alors 

suggéré la division du genre Alteromonas avec la créa$on d’un nouveau genre : le genre 

Pseudoalteromonas. Le genre Pseudoalteromonas rassemble des bactéries marines à Gram 

néga$f, aérobies, hétérotrophes et présentant un flagelle. Les bactéries du genre 

Pseudoalteromonas sont des bactéries commensales associées à des animaux et des végétaux 

marins (Ivanova et al., 1998; Offret et al., 2016). Le fait que ces bactéries soient associées à des 

macroorganismes suggère un rôle écologique important (Bowman, 2007). De plus, les bactéries 

du genre Pseudoalteromonas se dis$nguent par leur produc$on notable de métabolites 

secondaires, notamment an$microbiens (Bowman, 2007; Offret et al., 2016).  

Des souches du genre Pseudoalteromonas, phylogéné$quement proches (Annexes, Figure 

A1) et présentant des ac$vités an$bactériennes ont été isolées à par$r de l'hémolymphe de 

bivalves sains :  

- Les souches hCg-6 et hCg-42 appartenant à l’espèce Pseudoalteromonas rhizosphaerae 

(Defer et al., 2013) ont été isolées à par$r de l’hémolymphe de l'huître creuse 

Crassostrea gigas ; 

-  Les souches hOe-66T, hOe-124 et hOe-125 appartenant à l’espèce Pseudoalteromonas 

ostreæ (Cuny et al., 2021) ont été isolées à par$r de l'hémolymphe de l'huître plate 

Ostrea edulis.  
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1.3. Les altérines, famille de cyclolipopeptides antimicrobiens 

Les souches de Pseudoalteromonas hOe-66, hOe-124, hOe-125, hCg-6 et hCg-42 produisent 

une famille de cyclolipopep$des ca$oniques an$bactériens appelés altérines (Figure 3).  

1.3.1. Structure et chimiodiversité 

Les altérines présentent une ac$vité an$bactérienne contre des bactéries à Gram néga$f 

(Offret et al., 2022). Ces pep$des sont composés d'un cycle heptapep$dique ca$onique et 

d'une chaîne hydrocarbonée liés par une liaison 

pep$dique. Le cycle est composé de 5 résidus 

d’acides aminés exo$ques et de 2 résidus 

d’acides aminés standards. Il présente quatre 

charges posi$ves à pH 7 : sur l'arginine de la 

posi$on 5, sur les deux acides ß-hydroxy-

diaminobutyrique (ß-HO-Dab) en posi$ons 6 et 

7 et sur l’acide diaminobutyrique (Dab) de la 

posi$on 3. Ces charges posi$ves sont dues à la 

présence d’une fonc$on amine libre sur la chaîne 

latérale des acides aminés. De plus, dans le cycle 

figurent deux résidus hydrophobes : la Leucine 

en posi$on 4 et la déhydrobutyrine (Dhb) en 

posi$on 2 (Desriac et al., 2020).  

La chimiodiversité de ces pep$des a été 

caractérisée : 37 analogues ont été caractérisés par MS/MS (Figure 3). Ces varia$ons 

concernent la longueur de la chaîne hydrocarbonée et la composi$on en acides aminés sur le 

cycle heptapep$dique. En effet, les acides aminés en posi$on 1 et 3 sont soit des ß-HO-Dab soit 

des Dab. En revanche, la Dab en posi$on 3 n’est jamais présente sous forme hydroxylée.  

La longueur de la chaîne hydrocarbonée varie de C8 à C13. Ainsi, les masses moléculaires des 

altérines caractérisées sont comprises entre 926 et 998 Da (Offret et al., 2022). 

 

Figure 3. Structure des altérines d’après 
OBret et al., 2022.  
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1.3.2. Résidus ß-HO-Dab chez d’autres familles de peptides 

Les résidus ß-HO-Dab sont très rarement décrits dans les structures primaires de pep$des 

naturels. Ces derniers sont également présents au sein de deux autres familles de pep$des, les 

ogipep$nes et les odilorhabdines : 

- Les ogipep$nes présentent une structure très similaire à celle des altérines et ne 

diffèrent que par la configura$on de la double liaison présente sur la chaîne latérale de 

la Dhb. Ces pep$des sont également produits par une souche du genre 

Pseudoalteromonas, la souche SANK 71903, avec trois ß-HO-Dab au sein de leur cycle 

heptapep$dique liés par une liaison pep$dique à une chaîne hydrocarbonée de longueur 

variable (ogipep$nes A, B, C et D). Elles interagissent avec les lipopolysaccharides (LPS) 

des bactéries à Gram néga$f et inhibent leur interac$on avec des récepteurs cellulaires. 

CeYe interac$on est une étape-clé dans le déclenchement de chocs sep$ques car elle 

entraine une surproduc$on de cytokines pro-inflammatoires (Hirota-Takahata et al., 

2017; Takiguchi et al., 2022) ; 

- Les odilorhabdines sont des pep$des produits par la bactérie à Gram néga$f 

Xenorhabdus nematophila, qui ont une ac$vité an$microbienne à large spectre 

(bactéries à Gram néga$f et à Gram posi$f). Ces pep$des agissent en interférant avec la 

biosynthèse des protéines au niveau du ribosome de leur cible. Ces pep$des linéaires 

sont composés de 11 résidus et présentent en posi$ons 2 et 3 des ß-HO-Dab. Le résidu 

ß-HO-Dab en posi$on 2 joue un rôle important dans l'ac$vité de ces pep$des puisque sa 

subs$tu$on par une alanine entraîne une perte importante d'ac$vité (Pantel et al., 2018; 

Sarciaux et al., 2018). 

1.4. Les polymyxines  

1.4.1. Structure 

 Les altérines présentent des analogies structurales avec la famille des polymyxines, 

an$bio$ques conven$onnels produits par les bactéries du genre Paenibacillus. Ces pep$des 

ca$oniques ont des effets an$bactériens contre la plupart des bactéries à Gram néga$f, 

notamment Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ou encore Acinetobacter baumanii (Alfei 

and Schito, 2020). La polymyxine B (mélange de polymyxine B1 et B2) est isolée à par$r de 

Paenibacillus polymyxa (Trimble et al., 2016) qui, comme les altérines, est composée d’un cycle 
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sont de l’ordre du µg/mL contre un panel de bactéries poten$ellement pathogènes, notamment 

des genres Vibrio, Escherichia ou encore Aeromonas (Desriac et al., 2020). 

Caractérisation des souches de Pseudoalteromonas comme potentiels probiotiques 

Les souches de Pseudoalteromonas étudiées sont donc associées à des bivalves sains et 

produisent des pep$des an$microbiens d’intérêt, les altérines. Ces deux caractéris$ques ont 

conduit à leur sélec$on pour évaluer leur poten$el probio$que en aquaculture et dans le cadre 

de ce projet de thèse pour une applica$on en ostréiculture. L’objec$f de ce premier chapitre 

est de caractériser les souches de P. rhizosphaerae (hCg-6, hCg-42) et P. ostreae (hOe-124, hOe-

125) par (i) des analyses de leur génome in silico et (ii) une étude de leur spectre d’ac$vité 

an$microbienne in vitro. L’étude de ce spectre d’ac$vité an$microbienne a mené à (iii) la 

purifica$on et l’étude du spectre d’ac$vité de cinq isoformes d’altérines. 

2. Matériel et méthodes 

2.1. Analyse des génomes des souches de Pseudoalteromonas 

2.1.1. Séquençage et plateforme d’analyse 

Les génomes des cinq souches de Pseudoalteromonas ont été séquencés à l’aide d’un double 

séquençage Illumina MiSeq PE250/Nanopore MinIon et un assemblage hybride unicycler 

(v0.4.8) par l’unité de recherche CBSA (Communica$on Bactérienne et Stratégies An$-

Infec$euses) de l’Université de Rouen. Les numéros d’accession des souches déposées sur NCBI 

sont :  

- Pseudoalteromonas ostreæ hOe-66 : CP118912-CP118913 ; 

- Pseudoalteromonas ostreæ hOe-124 : CP118916-CP118917 ; 

- Pseudoalteromonas ostreæ hOe-125 : CP118914-CP118915 ; 

- Pseudoalteromonas rhizosphæræ hCg-6 : CP102351-CP102352 ; 

- Pseudoalteromonas rhizosphæræ hCg-42 : CP118496-CP118498. 

Les génomes assemblés ont été déposés sur la plateforme MicroScope Microbial Genome 

Annota8on & Analysis PlaYorm (MaGe v3.17.2 ; Vallenet et al., 2006) pour annota$ons. Les 

séquences codantes ou CDS présentes dans les génomes sont ainsi implémentées sur MaGe 

pour permeYre la recherche de poten$els gènes de résistance et facteurs de virulence.  
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2.1.2. Recherche de gènes de résistance aux antibiotiques et de facteurs de virulence 

L'analyse des génomes des souches de Pseudoalteromonas a été conduite sur la plateforme 

MaGe. La recherche de gènes de résistance aux an$bio$ques a été réalisée en interrogeant la 

base de données CARD, Comprehensive An8bio8c Resistance Database (Alcock et al., 2022). 

L'objec$f de la base de données CARD est de compiler toutes les connaissances concernant les 

gènes de résistance aux an$bio$ques (ARGs) en u$lisant la base de données GenBank du 

Na8onal Ins8tute of Health (NIH) (Benson et al., 2013). À ces ARGs sont associés, autant que 

possible, les mécanismes de résistance décrits dans la liYérature et les an$bio$ques concernés 

par ceYe résistance. CeYe fonc$on de la base de données est nommée An8bio8c Resistance 

Ontology ou ARO (McArthur et al., 2013). Concernant les facteurs de virulence, deux bases de 

données ont été interrogées : VFDB (Virulence Factor Database) et VirulenceFinder. La base de 

données VFDB recense tous les gènes impliqués dans la virulence de bactéries pathogènes en 

santé humaine (Liu et al., 2022). VirulenceFinder est une base de données focalisée sur l’étude 

des souches pathogènes d’E. coli (Malberg Tetzschner et al., 2020).  

2.1.3. Alignement des séquences  

La méthode d'analyse des génomes des souches étudiées est la même pour l'iden$fica$on 

des ARGs et des facteurs de virulence. L'ou$l BLAST ou Basic Alignment Tool (Altschul et al., 

1990) permet une comparaison des séquences par alignement local de zones de similarités en 

calculant un score de Maximum Sequence Pair (MSP). L'algorithme BLAST cible une zone locale 

d'appariement entre la séquence étudiée et une séquence issue de la base de données avant 

d'étendre l'alignement sur le reste des deux séquences. Un score d'iden$té et un score de 

recouvrement sont ensuite calculés pour mieux appréhender les similarités entre les deux 

séquences étudiées. Le score d'iden$té est calculé en faisant le rapport entre le nombre 

d'appariements iden$ques et le nombre total d'appariements. Le recouvrement représente la 

propor$on de la séquence cible u$lisée pour l'alignement (Altschul et al., 1990; McGinnis and 

Madden, 2004). Dans le cadre des analyses sur MaGe, les alignements ont été réalisés sur des 

séquences protéiques (BLASTp), ce qui permet d'enlever les biais lors des modifica$ons post-

traduc$onnelles. L’EFSA préconise un seuil de score d’iden$té de 80% et un score de 

recouvrement de 70% pour considérer la possibilité qu’un gène iden$fié soit présent au sein du 

génome. Cependant, d’autres scores seuils sont proposés dans la liYérature. Des CDS iden$fiés 

avec des scores de 50-80% d'iden$té et 80-90% de recouvrement (Dindhoria et al., 2022; Li et 
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al., 2017; Moravkova et al., 2023; Wu et al., 2022) sont ainsi étudiés comme poten$els gènes 

de résistance ou facteurs de virulence. D'autres études es$ment qu'un gène peut être considéré 

comme présent au sein d’un génome dès lors que des valeurs minimales d'iden$té de 90% et 

de recouvrement de 60% sont observées (Afzal et al., 2022).  

Les seuils de score d’iden$té et de recouvrement, dans le cadre de la recherche de facteurs 

de virulence, sont fixés à 70% et 80%, respec$vement. Concernant la recherche de gènes de 

résistance aux an$bio$ques, toutes les séquences obtenues lors de l’interroga$on de la base 

de données CARD ont été analysées. Le score d’iden$té seuil choisi est inférieur au seuil 

recommandé par l’EFSA, afin d’adopter une approche plus précau$onneuse et d’apprécier tous 

les gènes pouvant poten$ellement être un obstacle à l’u$lisa$on des souches de 

Pseudoalteromonas. 

2.2. Antibiogrammes 

Afin de compléter les analyses de génome concernant les gènes de résistance aux 

an$bio$ques, la sensibilité des souches de Pseudoalteromonas aux an$bio$ques in vitro a été 

caractérisée par la réalisa$on d’an$biogrammes. Les souches de Pseudoalteromonas ont été 

cul$vées pendant 24h à 18°C dans un milieu Marine Broth (MB, DifcoTM 2216, Thermo Fisher, 

États-Unis) puis ajustées à une concentra$on de 106 UFC/mL pour inonda$on de géloses 

Mueller-Hinton (Biokar Diagnos$cs, France) pendant 10 minutes. Après le temps d’inonda$on, 

l’excès de culture a été éliminé. Enfin, des disques des an$bio$ques testés ont été déposés sur 

les géloses avant incuba$on à 18°C pendant 24h.  

Les recommanda$ons de la Société Française de Microbiologie (CASFM) ont été suivies 

concernant la charge du disque des an$bio$ques testés et le contrôle qualité, réalisé avec la 

souche E. coli ATCC25922 à 35°C. Ainsi, l’amoxicilline (25 µg), la tétracycline (30 µg), la 

kanamycine (30 µg), l’érythromycine (15 µg), le triméthoprime/sulfamethoxazole (25 µg), la 

fluméquine (30 µg) et l’enrofloxacine (5 µg) ont été testées.  

2.3. Purification bioguidée des altérines  

2.3.1. Culture des souches de Pseudoalteromonas 

Une préculture de 5 mL de Marine Broth (MB, DifcoTM 2216, Thermo Fisher, États-Unis) a été 

réalisée pour chaque souche de Pseudoalteromonas et incubée pendant 24h à 18°C sous 
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agita$on à 100 rpm. CeYe préculture a permis d’inoculer une culture de 100 mL de milieu 

minimum CD29 (Desriac et al., 2020), incubée pendant 72h (18°C, 100 rpm). Pour la purifica$on 

de chaque isoforme des altérines, une culture d’1 L de CD29 (inoculée avec 10 mL de préculture 

de MB) de la souche P. rhizosphæræ hCg-42 a été réalisée. Le surnageant de culture, obtenu 

par centrifuga$on à 7000g pendant 15min, a été filtré sur une membrane de 0,22 µm (SteritopR, 

Merck Millipore, États-Unis). Le surnageant filtré a ensuite été déposé sur des colonnes 

d’extrac$on en phase solide SPE C18 2G/15mL à raison de 100 mL par colonne (Interchim, 

France). Les solvants A et B u$lisés pour l’extrac$on en phase solide correspondent à de l’eau 

et de l’acétonitrile (ACN), respec$vement. Ces solvants ont été acidifiés par de l’acide 

trifluoroacé$que (TFA). Ainsi, les colonnes C18 ont été condi$onnées selon les 

recommanda$ons du fournisseur en u$lisant successivement des solu$ons de 10% A (90% B) 

puis 90% A (10 mL). Après passage du surnageant sur la colonne, un lavage a été réalisé avec 

90% A (10 mL). Le mélange d’altérines a été élué avec une solu$on de 40% A (5 mL). Les éluats 

obtenus ont ensuite été lyophilisés, puis solubilisés dans 20% ACN 0,1% TFA (2 mL) pour 

analyses ultérieures. Au cours de ceYe purifica$on, des tests an$bactériens ont été effectués 

sur la culture, son surnageant et les éluats obtenus afin de détecter la présence des altérines à 

chaque étape, en u$lisant la souche Escherichia coli SBS363 comme cible.  

2.3.2. Séparation des altérines par HPLC semi-préparative 

Les éluats obtenus ont ensuite été injectés sur HPLC semi-prépara$ve composée d’une 

pompe binaire Waters 1525 et d’un détecteur à barreYe de diodes Waters 2998 (Waters, États-

Unis). Une colonne C18 NUCLEODUR HTec (VP 250/10, 5 µm ; Macherey-Nagel, Allemagne) 

thermostatée à 40°C a été u$lisée. Les solvants u$lisés ont été de l’H20 et de l’ACN acidifiés à 

0,1 et 0,07% de TFA, respec$vement. Le débit appliqué est de 3 mL/min selon un gradient 

croissant d’ACN (Tableau 1). La longueur d’onde d’analyse du détecteur a été fixée à 220nm pour 

la détec$on des altérines. Les différentes frac$ons obtenues ont été collectées et conservées 

dans des tubes en verre (FisherbrandTM, Thermo Fisher, États-Unis) puis lyophilisées et 

resolubilisées dans 20% ACN 0,1% TFA pour analyses en spectrométrie de masse.  

 

 



 45 

Tableau 1. Gradient d’élution utilisé en HPLC semi-préparative pour séparer les altérines.  

 

 H2O 0,1% TFA ACN 0,07% TFA 

0 minute 80% 20% 

5 minutes 80% 20% 

23 minutes 72% 28% 

41 minutes 66% 34% 

42 minutes 40% 60% 

44 minutes 40% 60% 

 

2.3.3. Analyses en spectrométrie de masse UPLC-MS 

L’u$lisa$on de la spectrométrie de masse a permis d’observer la chimiodiversité des altérines 

purifiées à par$r des éluats obtenus à l’étape 2.3.1. Les analyses UPLC-MS ont été réalisées sur 

un détecteur masse de type électrospray/triple quadripôle en mode posi$f (Micromass QuaYro 

Micro, Waters, États-Unis). Le débit a été fixé à 0,4 mL/min, pour des injec$ons de 10 µL sur 

une colonne en phase inverse ACQUITY UPLC HSS T3 (100/2.1, 1.8 µm ; Waters, États-Unis) 

thermostatée à 25°C. Les solvants u$lisés pour les analyses ont été iden$ques aux condi$ons 

des analyses en HPLC semi-prépara$ve, selon un gradient de concentra$on croissant en ACN 

(Tableau 2). Les tensions au niveau du capillaire et du cône d’échan$llonnage ont été op$misées 

et réglées à 2,5 kV et 35 V, respec$vement. Les températures de source et de désolvata$on ont 

été définies à 120°C et de 500°C, respec$vement. Les paramètres de la source et de détec$on 

ont permis la forma$on et la détec$on d’ions dichargés formés par double protona$on des 

altérines : [M+2H]2+, détectables en spectrométrie de masse pour de valeurs de m/z comprises 

entre 450 et 500 (avec z=2). 

Tableau 2. Gradient d’élution utilisé en UPLC pour séparer les altérines.  

 

 H2O 0,1% TFA ACN 0,07% TFA 

0 minute 90% 10% 

21 minutes 70% 30% 

22 minutes 60% 40% 

27 minutes 5% 95% 
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2.4. Spectre d’activité antibactérienne des altérines 

2.4.1. Dosage des altérines 

Pour quan$fier les altérines purifiées, une méthode colorimétrique a été employée. Compte 

tenu de l’absence de standard d’altérine disponible chez les fournisseurs de produits chimiques, 

et compte tenu de la structure des altérines, la polymyxine B a été u$lisée comme référence 

pour ce dosage. Les échan$llons à tester ont donc été quan$fiés par dosage colorimétrique des 

protéines à l’aide de méthode bicinchoninique ou BCA-assay. Le kit Micro-BC Assays UP75860 

(Up$ma, Interchim, France) a été u$lisé, avec la polymyxine B (Sigma-Aldrich, États-Unis) 

comme référence pour la gamme étalon. Ces quan$fica$ons ont ensuite permis la prépara$on 

des solu$ons d’altérines pour la détermina$on des CMIs. Une gamme de concentra$on 

décroissante a ainsi été réalisée par dilu$ons en cascade pour des concentra$ons finales allant 

de 64 µg/mL à 0,06 µg/mL dans des volumes de 5 mL d’eau déminéralisée stérile. Ces solu$ons 

ont été réalisées pour chaque échan$llon d’altérine testée ainsi que pour la polymyxine B, 

u$lisée comme contrôle. 

2.4.2. Culture des bactéries cibles  

Les bactéries u$lisées comme cibles lors des tests an$microbiens ont été remises en culture 

à par$r de cryotubes sur des géloses Mueller-Hinton (Thermo Fisher, États-Unis) incubées à 

22°C ou 35°C pendant 48 et 24h, respec$vement (Tableau 3). Un 0,5 McFarland a ensuite été 

réalisé à par$r des colonies obtenues (eq. 1,5.108 UFC/mL), puis dilué afin d’obtenir des 

solu$ons de 1.106 UFC/mL (ISO 20776-1, 2019). Une majorité de bactéries à Gram néga$f ont 

été sélec$onnées, compte tenu du mode d’ac$on des altérines (Tableau 3).  

2.4.3. Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMIs) 

Des volumes de 50 µL par puits des solu$ons d'altérines et de polymyxine B, ainsi que des 

suspensions de bactéries cibles, ont été déposés dans des microplaques (96 puits, Dutscher, 

France) à l'aide d'un auto-inoculateur Sensi$tre AIM (Thermo Fisher, États-Unis). Les 

microplaques ont ensuite été incubées aux températures op$males des différentes bactéries 

cibles testées (Tableau 3). Pour chaque bactérie cible, une microplaque FRCOL (32 µg/mL – 0,5 

µg/mL ; Thermo Fisher, États-Unis) a été inoculée, permeYant d’observer les concentra$ons 

minimales inhibitrices pour la colis$ne. Les Concentra$ons Minimales Inhibitrices des altérines 

ont été déterminées à 24 et 48h en suivant les recommanda$ons du Clinical and Laboratory 
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Standards Ins8tute ou CLSI (CLSI, 2020). La marge d'erreur doit être d'au moins deux dilu$ons 

pour que la différence entre deux CMI soit significa$ve. 

Tableau 3. Caractéristiques des bactéries cibles utilisées lors de la détermination des CMIs. La sensibilité à la 
colistine pour ces souches a pu être caractérisée et interprétée en suivant les recommandations l’EUCAST 
(EUCAST, 2024) et de Baron et al., 2017 pour les souches du genre Aeromonas. Les appellations S, R et WT 
correspondent à Sensible, Résistant et Wild-Type. Le terme WT signifie que la souche testée présente une 
sensibilité à l’antibiotique testé similaire à une souche de type sauvage. La condition d’incubation A correspond 
à une incubation à 35°C pendant 24h et B à une incubation à 22°C pendant 48h. ND correspond à non-déterminé. 

Bactérie cible Coloration 
Gram 

Type de pathogène Sensibilité  
à la colistine 

Conditions d’incubation 

Acinetobacter baumannii 

CIP7034T 
- Santé humaine S A 

Aeromonas bestiarum 

CIP7430T 
- Aquacole WT B 

Aeromonas salmonicida 

CIP103209T 
- Aquacole WT B 

Aeromonas salmonicida 

(collection ANSES)  
- Aquacole ND B 

Aeromonas veronii 

CIP103438T 
- 

Aquacole, animal et santé 

humaine (zoonotique)  
WT A 

Enterococcus faecium 

VanA  
+ Santé humaine ND A 

Escherichia coli CIP7624 - Santé humaine  S A 

Escherichia coli mcr-1 UB 

15-307 
- Santé humaine R A 

Escherichia coli UB12-

246M STEC1 
- 

Santé humaine 

(zoonotique) 
R A 

Escherichia coli UB12-

269M ETEC2 
- 

Santé humaine 

(zoonotique) 
R A 

Escherichia coli UB19-

383M APEC3 
- 

Santé humaine 

(zoonotique) 
S A 

Pasteurella multocida 

PM03 
- Animal ND A 

Pasteurella multocida 

PM329 
- Animal ND A 

Pseudomonas 

aeruginosa CIP76110 
- Santé humaine S A 

Salmonella typhimurium 

UB06-195  
- Santé humaine S A 

Staphylococcus aureus 

CIP7625 
+ Santé humaine ND A 

Vibrio anguillarum 

CIP103438T 
- Aquacole ND B 

Vibrio harveyi CIP104774 - Aquacole ND B 

Vibrio harveyi CIP105614 - Aquacole ND B 

Yersinia ruckeri CIP8280T - Aquacole ND B 

 

1 STEC : souche entérohémorragique 
2 ETEC : souche entérotoxinogène 
3 APEC : souche pathogène aviaire 
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L’analyse in silico des génomes des souches de Pseudoalteromonas indique à la fois les 

puta$fs gènes de résistance aux an$bio$ques et facteurs de virulence prédits mais également 

la liYérature associée à ces prédic$ons. 

3.2. Résistance aux antibiotiques : analyses in silico et in vitro 

3.2.1. Recherche de gènes de résistance aux antibiotiques 

L’interroga$on de la base de données CARD (sans score d’iden$té seuil) a permis d’iden$fier 

4 CDS pouvant correspondre à des gènes codant des mécanismes de résistance aux 

an$bio$ques parmi les génomes des 5 souches de Pseudoalteromonas (Tableau 5). 

Tableau 5. CDS identifiés comme potentiels gènes de résistance par la base de données CARD. Les 
pourcentages d’identité et de recouvrement sont écrits comme suit :  % d’identité [% de recouvrement]. Les 
souches hOe-66, hOe-124 et hOe-125 présentent les mêmes résultats lors de l’interrogation de la base de 
données et sont donc rassemblés sous la mention P. ostreae hOe-. De la même manière, les souches hCg-6 et 
hCg-42 apparaissent sous la mention P. rhizosphaerae hCg-. 

 

 P. ostreae hOe- P. rhizosphaerae hCg- CDS (microorganisme) Fonction 

bepE 63 [98] 63 [98]  

 

adeF (Acinetobacter 

baumannii) 

 

bepE 45 [97] 45 [97] Pompe à eYlux RND 

(Resistance-Nodulation-

Division) 

acrF 43 [99] 43 [99]  

acrB - 63 [99]  

 

Les séquences codantes bepE (présentes en 2 copies dans le génome des souches), acrF et 

acrB ont une correspondance avec le CDS adeF présent chez A. baumannii. Ce CDS fait par$e 

d’un opéron qui code une pompe à efflux de type RND nommée AdeFGH (Coyne et al., 2010). 

Les pompes à efflux sont des transporteurs permeYant l’efflux de l’an$bio$que par la bactérie, 

empêchant ainsi une accumula$on dans la cellule à des concentra$ons efficaces. Ce mécanisme 

fait par$e des quatre mécanismes moléculaires de résistance aux an$bio$ques ; les trois 

premiers étant la modifica$on du site cible, la modifica$on/destruc$on de l’an$bio$que et la 

réduc$on de l’influx de l’an$bio$que par une perméabilité membranaire diminuée (Laws et al., 

2019).  
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Caractéris$ques d’une résistance aux an$bio$ques chez une souche bactérienne, ces 

pompes contribuent également à des fonc$ons physiologiques impliquées dans la virulence 

bactérienne. En effet, les pompes à efflux confèrent à la bactérie une meilleure résistance à des 

substances naturelles produites par l’Homme comme la bile (Lin et al., 2003). De plus, les 

pompes à efflux de type RND sont impliquées dans la colonisa$on et la persistance de la 

bactérie chez l’hôte (Piddock, 2006).  

Les pompes de type RND sont des complexes protéiques ternaires et traversent les deux 

membranes des bactéries à Gram néga$f. Ces pompes sont composées d’une protéine de 

jonc$on périplasmique qui lie une pompe transmembranaire, située sur la membrane interne 

et une porine de la membrane externe (CaYoir, 2004). Les pompes à efflux RND captent des 

substrats présents dans l’espace périplasmique et les expulsent hors de la cellule bactérienne. 

Ces pompes à efflux peuvent transporter des an$bio$ques de plusieurs classes et par$cipent 

ainsi à l’émergence des bactéries mul$-résistantes (Colclough et al., 2020). Au-delà de leur 

implica$on dans la résistance aux an$bio$ques, les pompes à efflux de type RND permeYent 

notamment la détoxifica$on de composés intermédiaires issus du métabolisme de la bactérie 

(Alvarez-Ortega et al., 2013). Ces pompes par$cipent plus globalement au bon fonc$onnement 

de la cellule (Yoon et al., 2015). 

La pompe à efflux AdeFGH est régulée par un opéron cons$tué des CDS adeL, adeF, adeG et 

adeH. Chez des souches d’A. baumannii que la résistance aux an$bio$ques conférée par ceYe 

pompe à efflux est liée à la surexpression de cet opéron (Zack et al., 2024). CeYe surexpression 

a été observée concomitamment à des muta$ons présentes sur le CDS adeL qui est un 

régulateur de transcrip$on placé en amont de l’opéron. Les résistances aux an$bio$ques qui en 

résultent sont observées contre la famille des fluoroquinolones (i.e. la ciprofloxacine, la 

moxifloxacine et la norfloxacine), des cyclines (tétracycline - $gécycline), le chloramphénicol, la 

clindamycine, le triméthoprime et le sulfamethoxazole. Les souches d’A. baumannii résistantes 

à ces an$bio$ques présentent également une résistance à des colorants comme la safranine O, 

l’orange d’acridine et des agents intercalants tels que le bromure d’éthidium (Coyne et al., 

2010).  

Toutefois, c’est uniquement le CDS adeF de cet opéron qui est associé à certaines séquences 

codantes des génomes de souches de Pseudoalteromonas étudiées (Tableau 5). Ce CDS code la 
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protéine de jonc$on périplasmique, une des trois protéines nécessaires au fonc$onnement de 

la pompe à efflux AdeFGH. De plus, ces gènes de résistance puta$fs ont été iden$fiés à des 

scores d’iden$té inférieurs aux critères seuils imposés par l’EFSA pour analyse (EFSA, 2021). 

L'analyse in silico des souches de Pseudoalteromonas ne suggère donc aucune résistance 

par$culière aux an$bio$ques.  

3.2.2. Antibiogrammes 

Des an$biogrammes ont été réalisés afin de compléter les données obtenues lors de la 

recherche in silico de gènes de résistance aux an$bio$ques. Les zones d’inhibi$on obtenues 

(Tableau 6) ont été mesurées pour chaque souche de Pseudoalteromonas contre différents 

an$bio$ques notamment u$lisés en aquaculture (Bondad-Reantaso et al., 2023). Aucune valeur 

seuil n’a été instaurée par les normes (Clinical and Laboratory Standards Ins8tue CLSI et 

European Commi\ee on An8microbial Suscep8bility Tes8ng ou EUCAST) pour ce genre 

bactérien, ce qui ne permet donc pas d’inférer la sensibilité et/ou la résistance des souches de 

Pseudoalteromonas à ces différents an$bio$ques. Néanmoins, des halos d’inhibi$on similaires 

ont pu être observés entre les souches de Pseudoalteromonas et plus par$culièrement entre 

les souches des mêmes espèces.  

Tableau 6. Résultats obtenus pour les souches de Pseudoalteromonas contre divers antibiotiques. Les 
diamètres des zones d’inhibition sont indiqués en millimètres.  

 

Antibiotique (charge en µg) hOe-66 hOe-124 hOe-125 hCg-6 hCg-42 

Amoxicilline (25) 20 21 20 37 35 

Tétracycline (30) 29 28 28 33 30 

Kanamycine  (30) 19 20 19 25 24 

Érythromycine  31 26 24 36 36 

Triméthoprime/Sulfamethoxazole 
(25)  

36 31 30 33 28 

Fluméquine (30) 45 44 44 47 51 

Enrofloxacine (5) 40 40 39 44 47 
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3.3. Recherche de facteurs de virulence  

En augmentant le seuil de détec$on des CDS à 70% d’iden$té, aucun résultat n'a été obtenu 

pour la base de données VFDB. En ce qui concerne la base de données Virulence Finder ; six 

CDS ont été détectés comme poten$els facteurs de virulence (Tableau 7).  

Tableau 7. CDS identifiés comme potentiels facteurs de virulence par la base de données VirulenceFinder. 
Les pourcentages d’identité et de recouvrement sont écrits comme suit :  % d’identité [% de recouvrement]. 

 

 P. ostreae hOe- P. rhizosphaerae hCg- CDS (microorganisme) Fonction 

yggR 75 [100] 75 [100] pilT (Pseudomonas aeruginosa) Motilité 

yggR 72 [100] 72 [100] 

groL 74 [96] 74 [96] htpB (Legionella pneumophila) Résistance stress thermique 

wpbD 73 [93] 73 [93] bplB (Bordetella pertussis) Acétyltransférase 

katG 72 [93] 72 [93] katB (Legionella pneumophila) Catalase/hydropéroxidase 

galU 72 [95] - galU (Haemophilus influenza) Uridylytransférase 

 

Deux CDS présents dans les génomes des souches de Pseudoalteromonas ont montré une 

forte similarité avec pilT, un CDS de P. aeruginosa. Ce CDS code une ATPase impliquée dans la 

mobilité des pili de type IV. Les pili de type IV sont présents à la surface des bactéries à Gram 

néga$f. Ces pili permeYent une mo$lité saccadée ou twitching mo8lity résultant de cycles de 

polymérisa$on et de dépolymérisa$on rapides. Les pili peuvent ainsi jouer un rôle dans la 

colonisa$on du milieu par la bactérie (Craig et al., 2019). Les pili de type IV sont nécessaires à 

l’injec$on d’effecteurs ExoS de type III dans les cellules épithéliales humaines, facilitant ainsi 

l’inser$on de la souche pathogène P. aeruginosa (Shikata et al., 2016).  

Le deuxième CDS iden$fié est le gène htpB qui code une protéine de type heat-shock : ce 

CDS est présent dans le génome des bactéries de l’espèce L. pneumophila (Lebeau et al., 2005). 

Les protéines heat-shock sont des protéines chaperonnes qui aident au repliement d'autres 

protéines, à maintenir l'homéostasie des cellules et à la survie des organismes en cas de 

changement de température ou encore en situa$on de stress (Hu et al., 2022). Par exemple, la 

protéine heat-shock Hsp60 joue un rôle de protéine chaperonne chez Helicobacter pilori en cas 

de stress thermique (Mendoza et al., 2021). Les protéines heat-shock peuvent également jouer 

un rôle dans la virulence des souches pathogènes en les aidant à s'adapter à des 
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environnements stressants comme à un stress oxyda$f ou une température de 42°C pour 

Ac8nobacillus pleuropneumoniae (Zhang et al., 2022). 

Les trois derniers CDS iden$fiés comme poten$els facteurs de virulence dans le génome des 

Pseudoalteromonas correspondent à des enzymes jouant un rôle dans le fonc$onnement 

classique d’une cellule bactérienne (métabolisme primaire) : une acétyltransférase (pblB), une 

catalase (katB) et une uridylytransférase (galU). L'acétyla$on est une modifica$on post-

traduc$onnelle couramment retrouvée chez les protéines, modulant différents processus 

cellulaires. Les acétyltransférases sont impliquées dans la régula$on du métabolisme des 

bactéries, leur permeYant de s'adapter à différents environnements (Dash and Modak, 2021). 

CeYe adapta$on peut néanmoins poser problème lorsque la bactérie est pathogène car cela 

peut aider à sa survie, ce qui en fait un poten$el facteur de virulence (Wali et al., 2015). 

La catalase est une enzyme permeYant une résistance au stress oxyda$f par dismuta$on du 

peroxyde d'hydrogène (H2O2), ce qui permet de réguler le taux d'H2O2 afin de protéger les 

cellules (Yuan et al., 2021). Tout comme l'acétyltransférase, la catalase est donc liée à la survie 

des cellules et donc des bactéries, ce qui peut jouer un rôle dans la virulence d'une souche 

pathogène. Ainsi, la catalase KatG, par exemple, par$cipe à la modula$on de l'expression 

géné$que d'îlots de virulence chez Salmonella afin de gérer les stress oxyda$fs et maintenir la 

survie intracellulaire de la bactérie (Kirthika et al., 2022). 

La Glucose-1-phosphate uridylytransférase GalU permet la synthèse de l'UDP-glucose à 

par$r de l'α-D-glucose 1-phosphate et de l'UTP tout en libérant du pyrophosphate. GalU joue  

un rôle dans le métabolisme des glucides de tous les organismes en permeYant in fine la 

synthèse des oligo- et polysaccharides (Benini et al., 2017).  

Les facteurs de virulence présentant des similarités avec des CDS des souches de 

Pseudoalteromonas (pourcentage d'iden$té supérieur à 70) codent des protéines pouvant agir 

comme facteurs de virulence en cas de pathogénicité mais qui peuvent aussi par$ciper en 

premier lieu au bon fonc$onnement d'une bactérie. En effet, les homologies de séquence ont 

permis d’iden$fier une ATPase (pilT), une protéine heat-shock (htpB) et des enzymes par$cipant 

au métabolisme des cellules bactériennes (pblB, katB, galU). Aucun CDS présent dans les 

génomes des souches de Pseudoalteromonas n’a été iden$fié comme codant des toxines, ce 

qui suggère l’absence de pathogénicité. En effet, de nombreux  facteurs de virulence poten$els 
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sont associés à des bactéries commensales et peuvent être davantage caractérisés comme 

facteurs d’interac8on de l’hôte (host-interac8on factors) plutôt que facteurs de virulence (Ho 

Sui et al., 2009). De plus, la détec$on de ces CDS a été réalisée à des pourcentages d’iden$té 

inférieurs à ceux préconisés par l’EFSA (EFSA, 2021). Les génomes des souches de 

Pseudoalteromonas ne présentent donc pas, d’après les critères de l’EFSA, de CDS à étudier en 

tant que poten$els facteurs de virulence.  

3.4. Purification des isoformes d’altérines  

La purifica$on des différentes isoformes d’altérines a été réalisée à par$r du surnageant de 

la souche P. rhizosphaerae hCg-42 et les isoformes d’altérines ont été séparés par HPLC en 

phase inverse (Figure 7). Les frac$ons récoltées ont ensuite été analysées par LC-MS (Annexes, 

Figure A2). Les valeurs de m/z détectées ont révélé la présence de six altérines, dont cinq ont 

été purifiées en quan$té suffisante pour évaluer leurs CMIs sur différentes bactéries cibles. 

(Annexes, Figure A3).  
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3.5. Concentrations Minimales Inhibitrices des altérines  

L'ac$vité an$bactérienne du mélange d’altérines élué sur colonnes C18 à par$r du 

surnageant des souches de Pseudoalteromonas a été analysée, ainsi que l’ac$vité de quelques 

isoformes d’altérines purifiés séparément, contre des bactéries pathogènes en santé humaine 

et/ou en santé animale, notamment en aquaculture. La représenta$on des résultats des CMI 

sous forme de heatmap permet de classer les composés testés selon leur ac$vité, du moins 

ac$f au plus ac$f, et les bactéries cibles selon leur sensibilité, des plus résistantes aux plus 

sensibles. 

3.5.1. Activité antibactérienne des mélanges d’altérines produits par les souches de 

Pseudoalteromonas 

Les valeurs de CMIs pour les mélanges d’altérines produits par chaque souche de 

Pseudoalteromonas sont indiquées contre différentes bactéries cibles pathogènes et 

comparées avec les valeurs obtenues pour la polymyxine B (Figure 8). Les altérines produites 

par les souches de Pseudoalteromonas ont présenté une ac$vité an$bactérienne comprise 

entre 2 et 32 µg/mL contre des bactéries à Gram néga$f. Aucune ac$vité inhibitrice n'a été 

détectée contre les souches à Gram posi$f dans la gamme de concentra$on testée (CMIs > 32 

µg/mL pour Enterococcus faecium et Staphylococcus aureus). De plus, les altérines produites 

par les différentes souches n’ont pas présenté d’ac$vité inhibitrice pour la gamme testée (CMIs 

> 32 µg/mL) contre certaines souches du genre E. coli produisant des toxines par$culièrement 

virulentes (ETEC et STEC) ou présentant une résistance à la colis$ne comme E. coli mcr-1. De 

plus, aucune différence significa$ve n'a été observée entre les CMIs des mélanges d’altérines 

produits par les différentes souches de Pseudoalteromonas. Seule la souche Yersinia ruckeri 

apparaît plus sensible aux mélanges d’altérines produits par les souches hOe-66 et hOe-124 

(CMIs de 2 µg/mL) par rapport aux altérines produites par la souche hCg-42 (CMI de 8 µg/mL ; 

Figure 8).  

Dans l'ensemble, lorsque les altérines présentent une ac$vité inhibitrice pour la gamme 

testée, la polymyxine B présente également une CMI équivalente ou plus faible contre la même 

bactérie cible. Par exemple, les altérines présentent des CMIs de 8-16 µg/mL contre la souche 

Vibrio anguillarum CIP103438T quand la polymyxine B a une CMI de 2 µg/mL (Figure 8). Un 

ensemble de souches dans la par$e haute de ceYe figure se révèle sensible à la polymyxine B, 
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avec des CMIs neYement plus faibles comparées à celles des altérines, dont les CMIs aYeignent 

au mieux 16-32 µg/mL. 

 

Figure 8. Concentrations Minimales Inhibitrices (µg /mL) des altérines produites par les souches de 
Pseudoalteromonas et un témoin positif (polymyxine B) contre diBérentes bactéries cibles.  

 

3.5.2. Activité antibactérienne des isoformes d’altérines purifiés  

Les isoformes d’altérines purifiées ont été testées contre 14 bactéries pathogènes (Figure 9) 

et leur ac$vité a ainsi été comparée à celle de deux polymyxines : la polymyxine B et la colis$ne 

(polymyxine E). D’une manière générale, la polymyxine B et la colis$ne présentent une ac$vité 

inhibitrice dans la gamme de concentra$on testée contre un plus grand nombre de pathogènes 

avec des CMIs plus faibles que les isoformes d’altérines. Toutefois, les altérines ALT-954 et ALT-

980 présentent une ac$vité inhibitrice contre plus de bactéries cibles que les autres isoformes, 
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avec des inhibi$ons observées pour des souches d’E. coli (ETEC et STEC), P. aeruginosa ou 

encore Aeromonas bes8arum. 

Par ailleurs, les isoformes purifiées n’ont pas présenté de CMIs significa$vement différentes 

contre les autres bactéries cibles. De plus, ces isoformes ont présenté encore une fois des CMIs 

similaires à la polymyxine B avec des valeurs équivalentes ou plus élevées. La même 

constata$on a été faite pour la colis$ne excepté contre les souches de l’espèce Aeromonas 

salmonicida ainsi que la souche Y. ruckeri CIP8280T. Pour ces souches, les CMIs des altérines 

obtenues sont équivalentes à la polymyxine B et inférieures à celles de la colis$ne : par exemple, 

les isoformes d’altérines présentent une ac$vité inhibitrice contre la souche A. salmonicida 

CIP103209T à des concentra$ons comprises entre 4 et 8 µg/mL contre 32 µg/mL pour la 

colis$ne.  

 

Figure 9. Concentrations Minimales Inhibitrices (µg/mL) de 5 isoformes d’altérines (ALT-952, ALT-954, ALT-
970, ALT-980, ALT-984) ainsi que de deux polymyxines (polymyxine B et colistine) contre diBérentes bactéries 
cibles pathogènes. 
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Afin d’approfondir ceYe dernière observa$on, l’ac$vité des altérines purifiées contre 15 

souches d’A. salmonicida (Ucieklak et al., 2024) a été caractérisée (Figure 10). La plupart des 

souches ont la par$cularité de présenter des structures de lipopolysaccharides (ou LPS) 

connues (Annexes, Figure A4). De plus, certaines bactéries ont la par$cularité de ne pas 

posséder de couche A (ou A-layer), une couche de surface protéique qui fait par$e intégrante 

de l’enveloppe cellulaire de ceYe bactérie et qui par$cipe également à la virulence de ceYe 

espèce (Gulla et al., 2016).  

 

 

Figure 10. Concentrations Minimales Inhibitrices (µg/mL) d’isoformes d’altérines et de deux polymyxines 
(polymyxine B et la colistine) contre des souches de l’espèce Aeromonas salmonicida. Les LPS des bactéries 
cibles caractérisés sont indiqués sur le graphique. 

 

Les valeurs de CMIs obtenues pour les isoformes d’altérines contre les souches d’A. 

salmonicida sont plus réduites que celles précédemment observées contre les souches de ceYe 
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même espèce. Ces valeurs varient en effet entre 2 et 8 µg/mL et sont similaires aux valeurs 

obtenues pour la polymyxine B. Parmi les isoformes testées, l’ALT-970 présente les CMIs les plus 

élevées contre le panel des bactéries cibles et l’ALT-980 la CMI la plus faible : 2 µg/mL contre 

toutes les bactéries cibles. Ces résultats ne permeYent pas de présumer une corréla$on entre 

la structure des LPS des souches d’A. salmonicida testées et les CMIs obtenues pour les 

différents isoformes. Cependant, les souches ne présentant pas de couche A figurent parmi les 

souches les plus sensibles aux altérines et à la polymyxine B. 

4. Discussion 

L’analyse in silico des génomes des souches de Pseudoalteromonas nous a indiqué (i) une 

absence de gènes de résistance aux an$bio$ques et de facteurs de virulence notoires. De plus, 

l’étude du spectre et de l’ac$vité an$bactérienne de ces mêmes souches a montré (ii) des CMIs 

proches entre les souches d’intérêt, avec un spectre d’ac$vité similaire à celui de la polymyxine 

B. Enfin, la purifica$on de quelques isoformes d’altérines nous a permis d’apprécier leur ac$vité 

an$microbienne contre différentes souches bactériennes pathogènes. CeYe dernière étude 

nous a permis d’observer (iii) un spectre d’ac$vité an$microbien plus large pour les ALT-954 et 

ALT-980 et (iv) une absence de différences significa$ves dans l’ac$vité des isoformes contre des 

souches d’A. salmonicida présentant différentes structures d’O-polysaccharides.  

4.1. Virulence et résistance aux antibiotiques chez les souches de Pseudoalteromonas 

Dans un premier temps, il est à noter que les bases de données interrogées sur MaGe ne 

sont pas axées sur les bactéries marines (Vallenet et al., 2006), par$culièrement la recherche 

de facteurs de virulence (Malberg Tetzschner et al., 2020), ce qui peut influencer les résultats 

d’analyse. 

Les résultats obtenus pour la recherche de gènes de résistance aux an$bio$ques sont 

similaires à une autre souche de Pseudoalteromonas piscicida 2515, présentant une ac$vité 

an$bactérienne contre V. anguillarum (Wang et al., 2024). Le CDS adeF est également iden$fié 

comme poten$el gène de résistance pour ceYe souche. De plus, à l’aide de la base de données 

CARD, 22 gènes de résistance aux an$bio$ques ont été iden$fiés chez une souche de 

Pseudoalteromonas sp. S8-8, la majorité correspondant également à des pompes à efflux (Rizzo 

et al., 2022).  
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Les facteurs de virulence sont définis comme l'ensemble des éléments nécessaires à la 

pathogénicité d'une souche bactérienne et qui, lorsqu'inac$vés, n'impactent pas la viabilité de 

la souche (Ho Sui et al., 2009). Ils sont divisés en différentes classes regroupant des fonc$ons 

nécessaires à la bactérie (i) pour coloniser un milieu, (ii) déclencher une maladie, ou encore (iii) 

échapper au système immunitaire de l'hôte (Pradel and Ewbank, 2004). On compte parmi les 

facteurs de virulence des systèmes de sécré$on, des endotoxines, des exoenzymes, ou encore 

des protéines par$cipant à l'adhérence et la survie de la bactérie (Ho Sui et al., 2009). Les 

facteurs de virulence spécifiques au genre Pseudoalteromonas sont à notre connaissance peu 

décrits. La virulence d'une souche de P. piscicida envers l'algue brune Saccharina japonica a pu 

être observée, mais les composés associés à ceYe pathogénicité n’ont pas été iden$fiés (Chen 

et al., 2023). L’analyse du génome d’une souche Pseudoalteromonas agarivorans NW4327 dont 

la pathogénicité a été observée chez l'éponge Rhopaloeides odorabile a permis de corréler des 

systèmes de sécré$ons de type 1 et 2 (T1SS et T2SS) présents dans le génome à la virulence de 

ceYe souche (Choudhury et al., 2015). Ces systèmes de sécré$ons n’ont pas été iden$fiés dans 

les génomes des souches de Pseudoalteromonas étudiées. Une autre souche, 

Pseudoalteromonas pira8ca OCN003, est iden$fiée comme l’agent é$ologique du syndrome 

blanc chez les coraux du genre Mon8pora, bien que les mécanismes liés à ceYe pathogénicité 

restent encore non décrits (Beurmann et al., 2017).  

Aucun élément inféré par l’analyse des génomes ne vient s’opposer à leur usage comme 

addi$f microbien. D’une part, les éléments géné$ques iden$fiés sont décrits chez des bactéries 

du genre Pseudoalteromonas sans qu’une pathogénicité ne leur ait été associée. D’autre part, 

les poten$els facteurs de virulence décrits ne comptent pas de toxines ou d’autres gènes 

impliqués dans la virulence des souches de ce même genre. 

4.2. Résistome, virulome et activité antibactérienne : similarités entre les souches de 

Pseudoalteromonas 

Toutes les souches de Pseudoalteromonas étudiées présentent les mêmes caractéris$ques 

en ma$ère de résistome et de virulome et ne sont pas contre-indiquées d’après les critères de 

l’EFSA sur ce point (EFSA, 2021). Les analyses de génome n’ont pas permis de discriminer une 

souche en par$culier. Par conséquent, ces résultats ne fournissent pas d’arguments faisant 

obstacle à l’u$lisa$on de ces souches comme probio$ques en aquaculture.  
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De plus, l’absence de différences significa$ves des CMIs observées (Figure 7) ne permet pas 

non plus de sélec$onner ou de discriminer une souche de Pseudoalteromonas en par$culier 

pour ceYe applica$on. Il a été observé que le panel d’altérines produit par les deux espèces de 

Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg- et ostreae hOe- diffèrent principalement au niveau de 

la longueur de leur chaîne hydrocarbonée. En effet, les altérines produites par les souches hCg- 

présentaient des chaînes d’acides gras plus longues que les isoformes produites par les souches 

hOe- (Offret et al., 2022). Dans le cadre de notre étude, il apparait que ceYe différence de 

produc$on n’ait pas eu d’impact significa$f sur l’ac$vité an$microbienne envers les bactéries 

pathogènes testées.  

4.3. L’hydrophobicité des altérines impacte leur activité antibactérienne 

Sur l’ensemble des CMIs réalisées avec les isoformes d’altérines purifiées, l’ALT-980 est celle 

qui a démontré les CMIs les plus faibles et donc l’ac$vité an$bactérienne la plus importante 

contre les bactéries cibles testées (Figure 9). C’est également l’altérine qui possède la plus 

longue chaîne hydrocarbonée des isoformes testés : elle est de 12 carbones et compte une 

insatura$on (Offret et al., 2022).  

Lorsque l’on compare les caractéris$ques des isoformes testés (Tableau 8), des varia$ons 

sont observées sur la longueur de la chaîne hydrocarbonée, les hydroxyla$ons/insatura$ons sur 

ceYe même chaîne, ce qui influence la solubilité intrinsèque de ces isoformes dans l’eau, ce qui 

permet d’en déduire leur hydrophobicité. Les altérines sont en effet des pep$des amphiphiles 

comprenant un cycle heptapep$dique hydrophile et une chaîne hydrocarbonée hydrophobe. 

Les isoformes avec la solubilité dans l’eau la moins élevée sont l’ALT-954 (-2,78 logS) et l’ALT-980 

(-3,25 logS). Ce sont également les isoformes qui ont présenté les CMIs les plus faibles contre 

le panel de bactéries cibles testées. La tendance inverse a été observée pour les isoformes les 

plus hydrophiles : l’ALT-984 (-2,02 logS) et l’ALT-970 (-1,67 logS). Bien que l’ALT-970 présente une 

chaîne hydrocarbonée de la même longueur que l’ALT-954, l’hydroxyla$on en posi$on 3’ sur 

ceYe chaîne réduit l’hydrophobicité de ceYe isoforme (Tableau 8). 

Il semble donc qu’une hydrophobicité plus importante soit corrélée à une meilleure ac$vité 

an$microbienne au sein de la famille des altérines. Ces résultats sont cohérents avec le mode 

d’ac$on des altérines : une dépolarisa$on de la membrane est observée en présence de ces 

pep$des, suggérant une interac$on de ces pep$des avec la membrane (Desriac et al., 2020). 
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Des résultats similaires ont été observées lors de l’étude de la rela$on structure-ac$vité de 

dérivés synthé$ques des ogipep$nes, corrélant la longueur de la chaîne hydrocarbonée avec 

des CMIs plus faibles (Takiguchi et al., 2021). 

D’autre part, l’hydrophobicité est une variable déterminante dans les études de rela$on 

structure-ac$vité de pep$des an$microbiens : elle est corrélée à une meilleure ac$vité 

an$microbienne chez les pep$des appartenant aux groupes structuraux des hélices α (Chen et 

al., 2007) et des épingles à cheveux ß (Edwards et al., 2016). Cependant, pour d’autres pep$des 

an$microbiens linéaires, une hydrophobicité plus importante avait entraîné une meilleure 

ac$vité an$fongique, sans améliorer leur ac$vité an$microbienne (Cashman-Kadri et al., 2022).  

Tableau 8. Caractéristiques structurales des isoformes d’altérines utilisés pour les tests de CMIs. CX où x 
désigne le nombre de carbones composant la chaîne hydrocarbonée. D’après OBret et al., 2022 et le logiciel 
MarvinSketch (24.3.0 ; Chemaxon, 2024). Plus la valeur de solubilité intrinsèque (logS) est négative, moins le 
composé est soluble dans l’eau.  

 

ALTÉRINE Chaîne hydrocarbonée Hydroxylation/insaturation Charge nette (pH 7) Solubilité intrinsèque (logS0) 

952 C10 5’ - insaturation 4 -2,55 logS 

954 C10 - 4 -2,78 logS 

970 C10 3’ - hydroxylation 4 -1,67 logS 

984 C11 3’- hydroxylation 4 -2,02 logS 

980 C12 5’ - insaturation 4 -3,25 logS 

 

4.4. Éléments sur le mode d’action des altérines et la sensibilité des souches 

d’Aeromonas 

Les changements de structure d’O-polysaccharides (Annexes, Figure A4) n’impactent pas 

l’ac$vité des altérines, ce qui nous permet d’émeYre l’hypothèse que la par$e O-

polysaccharidique a peu d’influence lors de l’interac$on des altérines avec le LPS. Les charges 

posi$ves des altérines peuvent en effet interagir avec les phosphates du lipide A, comme les 

polymyxines (Poirel et al., 2017) et de nombreux pep$des an$microbiens ca$oniques 

amphiphiles (Pulido et al., 2012).  

Par ailleurs, l'absence de couche A chez les souches d'A. salmonicida semble les rendre plus 

sensibles aux altérines, ce qui est cohérent avec le rôle décrit de la couche A dans la défense et 
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la protec$on de ces bactéries (Merino et al., 2015; Paquet et al., 2019). Des résultats similaires 

ont été observés lors de l’étude de l’ac$vité d’un pep$de an$microbien ca$onique, la cécropine 

B, qui présentait des CMIs significa$vement moins importantes contre des souches 

d’Aeromonas salmonicida sans couche A (Henry and Secombes, 2000).  

5. Conclusion 

La caractérisa$on des souches de Pseudoalteromonas comme poten$els probio$ques par 

analyses in silico et étude du spectre d’ac$vité des pep$des an$bactériens qu’elles produisent, 

les altérines, ne présente pas de limita$ons quant à leur u$lisa$on en élevage aquacole. D’autre 

part, l’ac$vité an$bactérienne de ces souches a pu être caractérisée contre un large panel de 

bactéries pathogènes en système aquacole. De plus, les différentes analyses réalisées n’ont pas 

permis de sélec$onner une souche de Pseudoalteromonas plutôt qu’une autre, au profit d’une 

meilleure ac$vité an$bactérienne in vitro par exemple. Ainsi, une souche de chaque espèce, P. 

ostreae et P. rhizosphaerae ont été sélec$onnées pour évaluer leur effet probio$que en élevage 

de l’huître plate Ostrea edulis : la souche hOe-125 et hCg-42.  CeYe sélec$on a également été 

basée sur la facilité de manipula$on et de purifica$on des altérines à par$r de ces deux souches. 
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CHAPITRE 2 – APPLICATION DES SOUCHES DE PSEUDOALTEROMONAS EN 

ÉLEVAGE DE L’HUÎTRE PLATE OSTREA EDULIS 

1. Introduction 

1.1. L’huître plate : anatomie et cycle de reproduction  

Les huîtres plates de l’espèce Ostrea edulis, comme toutes les huîtres, sont des mollusques 

bivalves appartenant à la famille des Ostréidés, qui vivent au niveau de l'étage médioliYoral 

dans des baies, lagons ou estuaires (Bachère et al., 2015). Comme tous les bivalves, elles 

possèdent un corps mou recouvert d’une coquille cons$tuée de deux valves : une valve plate et 

une valve creuse. Le muscle adducteur de l’huître permet de la maintenir fermée tandis que la 

charnière rend possible son ouverture. Le manteau cons$tue la par$e externe du corps mou de 

l’huître et assure sa croissance et son développement (Gonzalez-Araya, 2012). Les huîtres se 

nourrissent par filtra$on de par$cules en suspension (Beecham, 2008) ; les nutriments captés, 

cons$tués de par$cules mesurant entre 1 et 7 µm sont alors acheminées depuis les branchies 

jusqu’à la bouche puis vers les organes diges$fs (France Naissain, 2023). Les branchies jouent 

ainsi un rôle à la fois dans la respira$on et dans l’alimenta$on de l’huître (Evan Ward and 

Shumway, 2004). Les huîtres filtrent des grandes quan$tés d’eau (entre 3 et 9 L/h/g de masse 

sèche d’huîtres), elles sont donc largement exposées aux microorganismes et virus 

environnants.  

De plus, les huîtres présentent un système circulatoire semi-ouvert où l'hémolymphe joue 

un rôle important d'interface entre le système immunitaire et les microorganismes 

environnants. Ce liquide circulatoire ne se limite pas au cœur et aux vaisseaux, et s’introduit 

dans tous les espaces intercellulaires des $ssus de l’huître (Destoumieux-Garzón et al., 2024). 

L’hémolymphe est ainsi colonisée par des microorganismes et par$culièrement par des 

bactéries à Gram néga$f du genre Pseudoalteromonas (Defer et al., 2013) et Vibrionaceae 

(SchmiY et al., 2012). Ces microorganismes cohabitent avec les hémocytes, cellules 

immunocompétentes, qui sont essen$elles à la défense de l'huître (Dupont et al., 2020). 

Cependant, le rôle des hémocytes ne se limite pas uniquement à la réponse immunitaire : 

d’autres fonc$ons physiologiques sont assurées par ces cellules, comme le transport de 

nutriments, la répara$on de la coquille ou encore le main$en de l’homéostasie (Donaghy et al., 
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1.2. Élevages de l’huître plate Ostrea edulis  

L’huître plate est l'espèce d'huître na$ve en Europe (Mesías-Gansbiller et al., 2013), 

contrairement aux différentes espèces d’huîtres creuses, qui ont été importées d'autres 

régions, notamment du Japon et également introduites via le Portugal. Ces importa$ons ont été 

nécessaires aux ostréiculteurs pour compenser des épisodes de mortalité observés en milieu 

naturel chez les adultes liés aux parasites Martellia refringens et Bonamia ostreae (Buestel et 

al., 2009). L’objec$f aujourd’hui est donc de restaurer les récifs naturels d'huîtres plates non 

seulement pour leur rôle écologique, comme espèces ingénieures du liYoral, mais également 

pour augmenter les niveaux de produc$ons de ceYe espèce par$culièrement prisée pour ses 

qualités gusta$ves (Pogoda, 2019).  

Actuellement, la produc$on d’huître plate française est faible avec 1413,6 tonnes produites 

en 2022 (FAO, 2024b). Elle est en effet limitée par la capacité des écloseries à produire des 

naissains (zu Ermgassen et al., 2023b). CeYe produc$on dépend notamment de l’émission 

larvaire lors de la matura$on sexuelle, en condi$ons contrôlées où de nombreux paramètres 

sont op$misés, comme l’apport en nutriments ou encore la mise en place de gradients de 

température et de lumière (Maneiro et al., 2020). Malgré un cycle de reproduc$on bien 

maîtrisé, des mortalités au stade larvaire sont régulièrement enregistrées. Ces mortalités ont 

pu être imputées à des infec$ons provoquées par des souches du genre Vibrio, comme 

V. neptunius isolée à par$r d'échan$llons d'eau de mer et de larves (Prado et al., 2005). Une 

étude sur l’espèce C. gigas a démontré qu’une exposi$on du microbiote larvaire à une eau de 

mer enrichie en microorganismes commensaux permeYait une meilleure survie en cas 

d’épisodes infec$eux (Fallet et al., 2022). De plus, certaines familles sont spécifiquement 

associées à une meilleure résistance au syndrome du POMS chez l’huître creuse C. gigas 

(Clerissi et al., 2020). 

1.3. Étude du microbiote : le séquençage nouvelle génération 

L’étude des communautés microbiennes associées à l’hôte est devenue prépondérante pour 

caractériser l’état de santé de l’huître et sa sensibilité/résistance face à un pathogène (Pierce 

and Ward, 2018).  

 Classiquement, les communautés microbiennes associées aux bivalves ont été étudiées par 

caractérisa$on taxinomique grâce au séquençage des amplicons des régions géné$ques codant 
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la pe$te sous-unité de l’ARN ribosomal (Paillard et al., 2022). Le metabarcoding est une 

méthode qui permet d’amplifier et de séquencer un gène marqueur pour l’ensemble des 

espèces ciblées contenues dans un échan$llon, comme par exemple les communautés 

bactériennes lorsque l’on cible le gène codant l’ARNr 16S (Bhar$ and Grimm, 2021). CeYe 

méthode permet même d’étudier à la fois l’ADN environnemental des communautés 

bactériennes, des pro$stes et des virus en présence dans un échan$llon, en ciblant des gènes 

caractéris$ques des communautés analysées (Dupont et al., 2020). Le metabarcoding, qui 

u$lise les techniques de séquençage nouvelle généra$on (next-genera8on-sequencing ou NGS) 

apporte de nouvelles connaissances et permet une meilleure compréhension du rôle 

écologique des microorganismes contenus dans l’environnement (Paillard et al., 2022). 

Cependant, de nombreux biais sont associés aux choix des amorces, à la prépara$on des 

librairies (Tsuji et al., 2022) ou encore au traitement des échan$llons environnementaux 

(Pappalardo et al., 2021). Du fait de ces biais et en raison de son développement rapide, un 

large nombre de protocoles et de méthodes d’analyses différentes ont été introduites, pouvant 

limiter la reproduc$bilité et l’interpréta$on des résultats ainsi que la comparaison avec d’autres 

études (Bhar$ and Grimm, 2021). De plus, la taille des amplicons obtenus grâce à l’amplifica$on 

d’un gène ciblé permet une aYribu$on taxinomique au niveau du genre et dans de rares cas au 

niveau de l’espèce, ce qui limite également l’analyse (Usyk et al., 2023).  

Les méthodes de séquençage nouvelle généra$on sont en constante évolu$on et ouvrent la 

voie à de nouvelles manières d’analyser le microbiome associé aux organismes marins (Paillard 

et al., 2022). Ces analyses par$cipent à la compréhension de la rela$on hôte-microbiome et de 

l’importance de ces interac$ons pour le fonc$onnement et l’évolu$on de l’hôte (Berg et al., 

2020).  

1.4. Étude de l’eHet de probiotiques sur le microbiote en ostréiculture 

L’usage de probio$ques en élevage ostréicole reste à explorer (Paillard et al., 2022), leur effet 

bénéfique étant davantage documenté pour d’autres élevages comme les creveYes (Rajeev et 

al., 2021) ou encore de nombreuses espèces de poissons (Torres-Maravilla et al., 2024).  

Quelques études font état de méthodes de metabarcoding afin d’évaluer l’incidence de 

bactéries probio$ques sur des élevages ostréicoles : ces analyses ont principalement été 

réalisées au stade larvaire d’huîtres creuses (C. virginica) et ont permis l’étude du microbiote 
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bactérien larvaire ainsi que des communautés bactériennes associées à l’eau de mer (Takyi et 

al., 2024) mais également au biofilm se formant sur les parois des bassins d’élevage (Stevick et 

al., 2019). Deux souches probio$ques (Phaeobacter inhibens S4 et Bacillus pumilus RI06-95) 

inoculées à hauteur de 104 UFC/mL ont eu un effet sur le microbiote larvaire de C. virginica, 

avec l’augmenta$on de l’abondance d’ASVs appartenant aux genres Alteromonas et 

Pseudomonas pour la souche S4 (Takyi et al., 2024) et Oceanospirillales et Bacillus pour RI06-

95 (Stevick et al., 2019). Aucune modula$on de la richesse et de la diversité du microbiote 

larvaire n’a pu être observée en présence des probio$ques : en revanche, une modula$on de 

la structure du microbiote larvaire a été constatée pour le probio$que S4 sur certains lots de 

larves (Takyi et al., 2024).   

Ainsi, les effets de souches probio$ques en élevage ostréicole sont variables, selon la souche 

u$lisée mais également le lot d’huîtres (Takyi et al., 2024) et une modula$on de la structure du 

microbiote larvaire n’est pas systéma$que. D’autres études sont nécessaires afin de compléter 

ces premières constata$ons et caractériser les effets en élevage ostréicole de l’ajout de telles 

bactéries, notamment sur les huîtres adultes et plus généralement sur les huîtres de l’espèce 

O. edulis. D’autre part, une première descrip$on du microbiote bactérien de l’huître plate et 

des communautés bactériennes associées aux bassins d’élevage est nécessaire afin d’évaluer 

par la suite de poten$els effets probio$ques.  

L’étude de l’ajout des souches probio$ques en élevage ostréicole a principalement été 

réalisée sur la composante bactérienne des communautés en présence, afin d’observer l’effet 

de bactéries sur les communautés en présence (Stevick et al., 2019; Takyi et al., 2024). Sachant 

que le microbiote englobe tous les microorganismes associés à un hôte (Berg et al., 2020), il est 

possible que ces souches aient également un effet sur d’autres composantes du microbiote, 

comme les pro$stes ou encore les virus, qui ont par exemple été décrits au sein du microbiote 

hémolympha$que de l’huître creuse (Dupont et al., 2020). L'expérimenta$on présentée dans 

ce chapitre se concentre sur l'étude de la composante bactérienne des communautés associées 

à un élevage ostréicole, tout en reconnaissant qu'il ne s'agit que d'un aspect par$el du 

microbiote.  
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Application des souches de Pseudoalteromonas en élevage de l’huître plate Ostrea 

edulis 

Au cours de ce projet de thèse, l’effet de souches du genre Pseudoalteromonas a été étudié 

durant un condi$onnement de géniteurs (ou matura$on sexuelle) de l’huître plate O. edulis. 

CeYe expérimenta$on a pour objec$f de décrire, dans un premier temps, la composante 

bactérienne du microbiote associé aux huîtres plates d’élevage et à leur environnement 

(communautés du biofilm et de l’eau de mer). Les effets des souches sur l’élevage ont été 

évalués à différents niveaux : (i) composi$on des communautés bactériennes de 

l’environnement (eau de mer et biofilms), (ii) le biovolume des biofilms formés, (iii) le 

microbiote hémolympha$que des huîtres plates et (iv) leur émission larvaire au terme de la 

matura$on.   
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2. Matériel & Méthodes 

2.1. Caractéristiques des souches de Pseudoalteromonas 

Les bactéries Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-42 (hCg-42) et Pseudoalteromonas 

ostreae hOe-125 (hOe-125) ont été respec$vement isolées à par$r de l’hémolymphe de l’huître 

creuse C. gigas (Defer et al., 2013) et de l’huître plate O. edulis (Cuny et al., 2021). La souche 

Pseudoalteromonas sp. 3J6 (3J6) a été isolée à par$r d’une lame de verre immergée dans le 

golfe du Morbihan (Grasland et al., 2003). 3J6 a la par$cularité de présenter une ac$vité 

an$biofilm in vitro en lien avec la produc$on d’une protéine an$biofilm, l’altérocine (Jouault et 

al., 2020).  La souche Pseudoalteromonas rhizosphaerae RA15T (RA15T), isolée à par$r de la 

rhizosphère de l’halophyte Arthrocnemum macrostachyum (Navarro-Torre et al., 2020) a servi 

de souche contrôle pour les expérimenta$ons. En effet, ceYe souche ne présente a priori pas 

d’ac$vité an$microbienne in vitro d’après la liYérature et également d’après des tests réalisés 

au laboratoire (données non présentées). Les souches ont été cul$vées dans un milieu Marine 

Broth (DifcoTM 2216, Thermo Fischer Scien$fic, États-Unis) à une température de 18°C sous 

agita$on (100 rpm) pendant 24h.  

2.2. Préparation des suspensions des souches de Pseudoalteromonas  

À par$r d’une préculture des souches de Pseudoalteromonas, un erlenmeyer contenant 1 L 

de milieu Marine Broth a été inoculé avec 10 mL de préculture et incubé pendant 48h à 18°C 

et sous agita$on (100 rpm). Les cellules bactériennes ont été collectées par centrifuga$on 

(7000g 4°C pendant 15 minutes) et lavées 2 fois avec une solu$on de Sea Salts (3%, Sigma-

Aldrich, États-Unis). La concentra$on finale aYeinte a été ajustée à 108 UFC/mL et contrôlée par 

dénombrement sur milieu Marine Broth complémenté avec de l'agar (15 g/L).  

2.3. Maturation des huîtres plates Ostrea edulis 

Les huîtres plates u$lisées pour l’expérimenta$ons sont des huîtres adultes de 3 ans 

originaires de la rade de Brest. Elles ont été transférées sur la plateforme expérimentale du 

Comité Régional de la Conchyliculture Bretagne Nord, à Lampaul-Plouarzel (France). Après une 

étape de quarantaine, les huîtres ont été acclimatées à une température de condi$onnement 

de 19°C (augmenta$on progressivement de la température de l'eau sur 15 jours). La mortalité 

et l’émission larvaire des huîtres ont été suivies par les techniciens de la plateforme du CRC. 



 72 

2.4. Plan expérimental  

Après acclimata$on, les huîtres plates ont été répar$es dans 5 bassins (n = 100 par bassin) 

contenant 100 L d’eau de mer maintenue à 19°C. L’eau de mer est renouvelée de 20% toutes 

les heures. Les huîtres ont été alimentées par un mélange de 4 espèces de phytoplancton : 

Cylindrotheca gracilis, Rhodomonas salina, Con8criba weissflogii et Skeletonema marinoï avec 

une ra$on quo$dienne ajustée à 109 cellules par géniteur et par jour. À par$r du deuxième mois 

de condi$onnement, 10% de la microalgue T-Iso (Tisochrysis lutea, volume cellulaire d’environ 

40 µm3) a été ajoutée au régime de base afin d’assurer la disponibilité d’une nourriture 

ingérable par les larves dans la cavité palléale de l’huître. Une exposi$on hebdomadaire par 

balnéa$on des huîtres avec 106 UFC/mL des différentes souches de Pseudoalteromonas a été 

réalisée pendant 4h en l’absence de renouvellement de l’eau, soit 16 balnéa$ons entre le 25 

novembre 2022 et le 16 mars 2023 pour une matura$on sexuelle de 4 mois (Figure 12). Les 5 

bassins correspondent aux 5 condi$ons expérimentales : une condi$on contrôle (sans addi$on 

de bactérie) et 4 condi$ons (addi$on des souches bactériennes RA15T, hOe-125, hCg-42 ou 

3J6). Afin d’étudier l’impact des différentes souches sur le biovolume du biofilm formé, des 

lames de verre (76x26 mm, MGF) ont été immergées ver$calement dans chaque bassin au 

début de l’expérimenta$on (30 lames/condi$on expérimentale).  

2.5. Échantillonnage 

L’eau des bassins ainsi que les lames de verres immergées ont été échan$llonnées, avant 

balnéa$on, tous les mois. Ainsi pour chaque mois, des échan$llonnages de biofilms (n=5) et 

d’eau de mer (n=1) ont été effectués (Figure 12). Quatre séries de prélèvements ont été 

Figure 12. Schéma récapitulatif du dispositif expérimental et de l’échantillonnage réalisé au centre technique du CRC Bretagne Nord. 
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réalisées au cours de l'expérimenta$on : la première un mois après son début (M1), puis les 

suivantes à des intervalles d'un mois. 

L’eau de mer collectée dans les bassins (2 L) a été filtrée sur des filtres en polycarbonate de 

0,22 µm (Whatman, USA). Le biofilm présent sur une face des lames a été prélevé à l’aide d’un 

Cell Scraper (Biologix Europe, Allemagne) sur la totalité de la surface. En parallèle des 

prélèvements d’hémolymphe (300 µL) ont été réalisés à par$r d'huîtres (n=8) pour chaque 

condi$on. Les échan$llons de biofilms, les hémolymphes prélevées ainsi que les filtres ont été 

conservés à -80°C avant extrac$on d’ADN.  

2.6. Microscopie confocale à balayage laser (MCBL) 

2.6.1. Traitement des lames et observation  

La face opposée de la lame de verre a été conservée afin de réaliser des analyses au 

microscope confocal à balayage laser. Les lames prélevées ont été rincées 3 fois dans une 

solu$on de Sea Salts 3%. Un séchage à température ambiante a ensuite été réalisé avant 

marquage au SYTO9 (50 µL à 5 µM, Thermo Fisher Scien$fic, États-Unis) permeYant de 

quan$fier les cellules viables adhérées. Après séchage (5 minutes à température ambiante), les 

lames ont été rincées une nouvelle fois dans une solu$on de Sea Salts 3% avant d’être fixées à 

l’aide du ProLong Diamond (Thermo Fisher Scien$fic, États-Unis). CeYe fixa$on a permis la 

conserva$on des lames avant observa$on au microscope confocal. L’analyse des lames par 

microscopie confocale à balayage laser (MCBL, Zeiss LSM170) a été réalisée à un grossissement 

63X. La fluorescence du SYTO9 a été mesurée en u$lisant un filtre à 488 nm pour l'excita$on et 

l’émission de la fluorescence a été détectée entre 500 et 550 nm. Pour chaque lame, 5 prises 

de vue ont été réalisées ce qui représente donc un total de 25 images par condi$on et par 

temps. Le traitement d’image est effectué avec le logiciel Zen lite 2 (Zeiss, Allemagne). Le 

biovolume de biofilm formé a été calculé à par$r des images analysées via un script Matlab 

COMSTAT (Heydorn et al., 2000). Les résultats de biovolume ont été traités à l’aide du logiciel 

Rstudio (v2023.12.1.402 ; Posit team, 2024). Une analyse sta$s$que a été menée en u$lisant 

un test non-paramétrique de Kruskal-Wallis, suivi du test de Dunn pour effectuer des 

comparaisons mul$ples. 
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2.7. Analyses metabarcoding 

2.7.1. Extraction d’ADN et séquençage 

L’ADN génomique bactérien a été extrait avec les kits DNeasy PowerBiofilm, PowerSoil et 

PowerWater (Qiagen, Allemagne) pour les échan$llons de biofilm, d’hémolymphe et d’eau de 

mer, respec$vement. Les ADN génomiques extraits ont ensuite été envoyés pour séquençage à 

Génome Québec (Université McGill, Montréal, Canada). La prépara$on des librairies y a été 

réalisée par amplifica$on en u$lisant les amorces 341F 5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’ et 805R 

5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3' (Herlemann et al., 2011a). Ces amorces ciblent la région V3-

V4 de l’ADNr 16S. Le séquençage a ensuite été réalisé grâce à la technique Illumina MiSeq PE300 

10Mb par ceYe plateforme.  

2.7.2. Traitement des données de séquençages 

Les fichiers obtenus après séquençage ont ensuite été envoyés au LBCM pour y être analysés 

à l’aide du pipeline Standardized and Automated Metabarcoding Analysis workflow SAMBA 

(v4.0.0 ; Noël et al., 2021) développé par le Service de Bioinforma$que d’Ifremer. Les amorces 

ont été re$rées des séquences obtenues grâce à l’ou$l Cutadapt (Mar$n, 2011) avec un taux 

d’erreur de 1%. La taille des amplicons aYendue de 464 paires de bases a été indiquée dans le 

fichier de configura$on du pipeline. Les données de séquençage ont été traitées avec QIIME 2 

(v2022.11 ; Bolyen et al., 2019), FIGARO (Weinstein et al., 2019) et DADA2 (v1.26.0 ; Callahan et 

al., 2016). L’ou$l FIGARO permet de régler les paramètres de DADA2. Les amplicons obtenus 

(Amplicon Sequence Variants ou ASVs) ont ensuite été regroupés grâce à l’ou$l dbOTU3 (v1.5.3 ; 

Olesen, Duvallet and Alm, 2017). L’assigna$on taxinomique a été faite en interrogeant la base 

de données SILVA v138.1 (16S V3-V4 341F-805R). Les objets phyloseq permeYant les analyses 

sta$s$ques ont été générés avec le progiciel R Phyloseq (McMurdie and Holmes, 2013).  

2.7.3. Analyses statistiques  

Les analyses sta$s$ques ont été réalisées sur Rstudio. Les courbes de raréfac$on des 

échan$llons analysés ont été obtenues à l’aide du package MicrobiotaProcess (Xu et al., 2023). 

Les analyses d’α-diversité ont été réalisées en u$lisant la fonc$on plot_richness du package 

phyloseq (McMurdie and Holmes, 2013). Les indices de richesse observée, richesse es$mée 

(Chao1) et de Shannon ont été calculés pour évaluer la richesse et la diversité des échan$llons 

en fonc$on des variables mesurées : le type d’échan8llon (hémolymphe, eau de mer et biofilm), 
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le temps de prélèvement et les différentes exposi8ons (balnéa$ons avec des souches 

bactériennes dans divers bassins). Une analyse de variance (ANOVA) a été effectuée sur ces 

résultats à l'aide de la fonc$on anova_test du package rsta$x (Kassambara, 2020). Au préalable, 

la normalité et l'homogénéité des variances ont été vérifiées à l'aide des tests sta$s$ques de 

Shapiro-Wilk et de Levene, issus du package rsta$x. Concernant l'analyse de l'abondance 

rela$ve, seuls les ASVs représentant 99,6 % de l'abondance totale des séquences ont été 

conservés pour l'analyse. Les données ont été normalisées en u$lisant la méthode de mise à 

l'échelle par somme cumula$ve (CSS ; Paulson et al., 2013) pour permeYre la comparaison 

entre les échan$llons dans le cadre des analyses de ß-diversité. Une représenta$on graphique 

(analyse en coordonnées principales - PCoA) a été générée en u$lisant la distance de Bray-Cur$s 

pour observer les différences entre les communautés bactériennes. L'influence des variables 

type d'échan8llon, temps de prélèvement et exposi8on a été évaluée par une analyse 

permuta$onnelle de la variance (PERMANOVA, nombre de permuta$ons : 999) u$lisant la 

fonc$on adonis2 du package vegan (Oksanen et al., 2022) selon les distances de Bray-Cur$s et 

Unifrac pondérée. Un calcul d’abondance différen$elle des ASVs a été effectué avec le package 

MicrobiotaProcess. Des tests de Kruskal-Wallis et de Wilcoxon ont été réalisés pour déterminer 

les abondances rela$ves significa$vement différentes entre les paramètres choisis (type 

d’échan8llon, temps de prélèvement, exposi8on). Seuls les taxons avec une abondance 

différen$elle significa$ve (p-value < 0,01) sont sélec$onnés. Une analyse LDA (Linear 

Discriminant Analysis) a été ensuite réalisée afin de mesurer l’impact de ces taxons sur la 

structure des communautés. Un score élevé de LDA correspond à un impact (ou effect size) plus 

important.  
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3. Résultats 

3.1. Séquençage et pipeline SAMBA 

Après séquençage et démul$plexage, un total de 6 838 523 séquences a été obtenu avec 

une moyenne de 48 811 séquences par échan$llon (n = 280). À par$r de ces séquences, 21 324 

ASVs ont été cons$tués avec le pipeline SAMBA. Deux étapes de filtra$on des ASVs ont été 

réalisées : un groupement des ASVs à l’aide de l’ou$l dbOTU3 (élimina$on de 11 212 ASVs) et 

une exclusion d’ASVs issus de contaminants pendant les phases d’extrac$on d’ADN ou 

d’amplifica$on (élimina$on de 74 ASVs). Un total de 10 038 ASVs a été conservé à par$r des 21 

324 ASVs originaux issus de SAMBA. Ainsi, 6724 ASVs sont affiliés aux échan$llons de biofilm, 

5211 aux échan$llons d’hémolymphe et 1658 à l’eau de mer, avec 1009 ASVs communs entre 

les types d'échan$llons. Les courbes de raréfac$on (Figure 13) montrent que la profondeur de 

séquençage a été suffisante pour iden$fier l’ensemble des ASVs présents dans les échan$llons.  

 

 

Figure 13. Courbe de raréfaction des échantillons de biofilm (n =100, vert), d’hémolymphe (n =160, jaune) et 
d'eau de mer (n=20, bleu) utilisés pour l’étude. 
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3.2. Communautés bactériennes associées à l'huître plate et son environnement 

L’objec$f de ceYe par$e d’analyses metabarcoding est de réaliser une première descrip$on 

des communautés bactériennes associées à l’huître plate en élevage. Les communautés 

bactériennes associées aux différents types d'échan$llons (i.e. hémolymphe, biofilm et eau de 

mer) de la condi$on contrôle ont été caractérisées sur les quatre mois de l’expérimenta$on.  

3.2.1. Analyse d’a-diversité : richesse et diversité des communautés bactériennes 

Le microbiote hémolympha$que des huîtres plates présente une richesse observée et une 

diversité (inverse de Simpson) significa$vement inférieures à celle des communautés 

bactériennes composant le biofilm (Figure 14). À $tre d’illustra$on, les échan$llons 

d’hémolymphe présentent un nombre moyen d’ASVs de 180 ± 97 ASVs (moyenne ± écart-type) 

contre 208 ± 56 ASVs pour les échan$llons de biofilm. La même tendance est observée pour la 

diversité, où la valeur moyenne de l'indice de Shannon est inférieure pour le microbiote 

hémolympha$que de l'huître plate (3,52 ± 0,88) par rapport aux communautés bactériennes 

retrouvées dans le biofilm (4,61 ± 0,55). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Mesures d’α-diversité pour les échantillons d’hémolymphe, de biofilm et d’eau de mer pour la condition 
contrôle. La richesse observée (Observed) et la diversité (Shannon) sont ici représentées. Les valeurs moyennes sont 
symbolisées par un triangle. Les analyses statistiques (test de Tukey) sont indiquées avec le code suivant pour les valeurs de 
p-value : p-value = [0 ; 0,0001] (****).   
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Concernant les échan$llons d’eau de mer, aucune différence significa$ve de richesse ou de 

diversité n'est retrouvée par rapport à l'hémolymphe ou au biofilm. D’autre part, les valeurs des 

écart-types nous indiquent que de plus grandes variabilités inter-échan$llons sont observées 

pour le biofilm et l’hémolymphe que dans l’eau de mer (Figure 14).  

Les différences d’α-diversité constatées entre les types d’échan$llons sont également 

observées à chaque temps de prélèvement. Une tendance à l'augmenta$on du nombre d'ASVs 

dis$ncts et de la diversité des communautés bactériennes est observée tout au long des 4 mois 

d'expérimenta$on (Annexes, Figure A5). CeYe augmenta$on est significa$ve entre le deuxième 

et le quatrième mois (test de Tukey : p-values < 0,05). Le nombre d’ASVs au deuxième mois de 

l’expérimenta$on est en effet de 159 ± 61 ASVs et de 295 ± 133 ASVs au quatrième mois. CeYe 

augmenta$on du nombre d’ASVs est également accompagnée d’une augmenta$on significa$ve 

de la diversité avec un indice de Shannon de 3,85 ± 0,76 et de 4,42 ± 0,87 pour le deuxième et 

le dernier mois de l’expérimenta$on, respec$vement.  

3.2.2. Composition taxinomique du microbiote hémolymphatique et des 

communautés de l’environnement  

Les abondances rela$ves des principaux ASVs (Figure 15) permeYent de décrire la 

composi$on (i) du microbiote hémolympha$que et (ii) des communautés environnementales 

(dans l’eau de mer et le biofilm développé dans les bassins). Les communautés bactériennes du 

phylum des Protéobactéries restent omniprésentes dans l’hémolymphe, représentant 60,0% 

des ASVs observés dans ces échan$llons. Ces communautés sont également présentes à des 

abondances rela$ves élevées dans l’eau de mer (67,9%) et le biofilm (83,9%). 

D’autres phylums, moins abondants, sont caractéris$ques d’un type d’échan$llon. Ainsi, 

l’hémolymphe abrite des ASVs affiliés à la famille Mycoplasmataceae du phylum des Firmicutes 

(18,8%), le biofilm est colonisé par des bactéries du phylum Planctomycetota (15,6%) et le 

phylum Bacteroidota est présent à des abondances rela$ves importantes dans l’eau de mer 

(22,1%). Les résultats d’analyse discriminante linéaire (LDA) corroborent ces observa$ons, 

meYant en avant une sur-représenta$on de ces phylums pour les trois types d’échan$llons 

étudiés, avec des scores de LDA de 4,77 (Firmicutes) et de 4,68 (Planctomycetota et 

Bacteroidota).  
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Bray-Cur$s ; test PERMANOVA : Df = 3, R2 = 0,23, F = 5,08, p-value = 0,001). Concernant le type 

d’échan$llon, les communautés bactériennes cons$tuant le biofilm sont significa$vement 

dis$nctes de celles présentes dans l'eau de mer et l'hémolymphe (Figure 16). En revanche, le 

microbiote bactérien associé à l'hémolymphe présente davantage de similarité (sur les 2 

premiers axes de la PCoA) avec la composi$on des communautés bactériennes de l'eau de mer. 

Cependant, une différence significa$ve a été observée entre les échan$llons d’hémolymphe et 

d’eau de mer en termes d’abondances des ASVs et de phylogénie (distance Unifrac pondérée ; 

test PERMANOVA : Df = 1, R2 = 0,19, F = 8,01, p-value = 0,001). Une évolu$on des communautés 

bactériennes a également été observée au cours du temps, avec notamment les communautés 

des 3ème et 4ème mois de l’expérimenta$on qui se détachent des deux premiers mois (Figure 16). 

 

 

3.3. Incidence des souches de Pseudoalteromonas sur les communautés bactériennes 

en élevage de l’huître plate Ostrea edulis  

Des différences significa$ves ont été observées concernant la richesse, la diversité et la 

composi$on des communautés bactériennes entre les échan$llons d’hémolymphe, d’eau de 

mer et de biofilm et également aux différents temps de prélèvement. L’effet de l’addi$on des 

souches de Pseudoalteromonas dans les bassins d’élevage (ou exposi8ons) sur le (i) microbiote 

Figure 16. Analyses en coordonnées principales (PCoA) utilisant la mesure de distance de Bray-Curtis, des échantillons de la 
condition contrôle en fonction du type d’échantillon et du temps de prélèvement. Les ellipses sont dessinées à un intervalle de 
confiance de 95%.  
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hémolympha$que et (ii) les communautés bactériennes de l’environnement est présenté ci-

après.  

3.3.1. Modifications du microbiote hémolymphatique 

Lors des 3 premiers mois de l’expérimenta$on, aucune différence significa$ve n’a pu être 

observée entre les exposi$ons des huîtres aux différentes souches de Pseudoalteromonas et le 

contrôle, que ce soit au niveau de la richesse ou de la diversité du microbiote hémolympha$que 

(test ANOVA : p-value > 0,05). D’autre part, pour les 4 mois de l’expérimenta$on, la richesse et 

la diversité des ASVs de la condi$on contrôle (huîtres non exposées aux souches) n’ont pas 

différé significa$vement des autre condi$ons (test de Tukey : p-value > 0,05).  

En revanche, des différences significa$ves ont pu être constatées lors du 4ème mois entre 

certaines exposi$ons aux souches de Pseudoalteromonas (Figure 17). On peut en effet observer 

que le microbiote hémolympha$que exposé à la souche RA15T présente une richesse 

significa$vement plus importante que la condi$on avec traitement à la souche hCg-42 lors du 

quatrième mois. De plus, la diversité du microbiote hémolympha$que pour le traitement hCg-

42 est significa$vement moins importante que celle observée pour le traitement à la souche 

hOe-125.  

Figure 17. Mesures d’α-diversité (richesse observée et indice de Shannon) du microbiote 
hémolymphatique (au quatrième mois) en fonction des diBérentes expositions aux souches de 
Pseudoalteromonas. Les valeurs moyenne sont symbolisées par des triangles. Test post-hoc de Tukey : p-
value < 0.05 (*).  
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D’autre part, l’analyse de la composi$on taxinomique du microbiote hémolympha$que des 

huîtres exposées aux différentes souches montre qu’en dépit des balnéa$ons, il n’y a pas de 

sur-représenta$on des taxons correspondant au genre Pseudoalteromonas ou à la famille des 

Pseudoalteromonadaceae (données non présentées). 

Cependant, l’exposi$on des huîtres plates aux différentes souches de Pseudoalteromonas a 

induit une modula$on significa$ve du microbiote hémolympha$que (analyses de ß-diversité). 

CeYe modula$on est observée à chaque mois de l’expérimenta$on (Annexes, Tableau A1 ; test 

PERMANOVA, p-value = 0,001). Cet effet est expliqué non seulement par des différences 

d'abondance mais aussi des différences de composi$on taxinomique. De plus, les dissimilarités 

entre le microbiote hémolympha$que des différentes condi$ons expérimentales sont 

observées aux termes du premier mois de l’expérimenta$on (M1) et se main$ennent les mois 

suivants (Figure 18).  

 

 

  

  

Figure 18. Analyse en Coordonnées Principales (PCoA), utilisant la mesure de distance de Bray-Curtis, du microbiote 
hémolymphatique des huîtres plates exposées à diBérentes souches de Pseudoalteromonas (bleu clair = CTL, bleu foncé = 
RA15T, vert clair = hOe-125, vert foncé = hCg-42, jaune = 3J6) et à tous les temps de prélèvements (A = M1, B = M2, C = M3 et D 
= M4). Les ellipses sont formées à un intervalle de confiance de 90%. 

A B

C D
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3.3.2. Étude des communautés bactériennes de l’environnement 

Concernant les communautés bactériennes retrouvées dans l'eau de mer, l’ajout de souches 

de Pseudoalteromonas dans les bassins d’élevage n’a pas eu d’incidence sur ces communautés 

que ce soit en ma$ère de richesse, de diversité (analyses d’α-diversité ; test ANOVA : p-value > 

0,05) ou encore sur leur structure (analyses de ß-diversité ; test PERMANOVA : p-value > 0,05).  

En revanche, la structure des communautés microbiennes présentes dans les biofilms des 

bassins a été significa$vement modifiée par l'exposi$on aux souches de Pseudoalteromonas. Ici 

sont représentés les résultats obtenus pour le premier mois de la matura$on (test 

PERMANOVA : DF = 4 ; R2 = 0,46, F = 4,17, p-value = 0,001), où une dissimilarité des 

communautés bactériennes des biofilms est observée entre les échan$llons contrôles et les 

échan$llons de biofilms exposés aux différentes souches de Pseudoalteromonas (Figure 19).   

 

Figure 19. Analyse en Coordonnées Principales (PCoA) utilisant la mesure de distance Bray-Curtis pour 
comparer l’impact des diBérentes expositions aux souches de Pseudoalteromonas sur les communautés 
bactériennes du biofilm au premier mois de l’expérimentation. Les ellipses sont dessinées à un intervalle de 
confiance de 95%.  

 

Un effet significa$f de l’addi$on des différentes souches de Pseudoalteromonas sur les 

communautés bactériennes du biofilm a été mis en évidence tout au long de la matura$on, 

avec une analyse PERMANOVA significa$ve pour chaque mois (Annexes, Tableau A2). Une 

analyse LDA a de nouveau été réalisée pour évaluer les taxons significa$vement associés à 

chaque traitement. Les résultats (Annexes, Figure A6) ont montré que la plupart des taxons sur-
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représentés sont liés à l’exposi$on à la souche 3J6. Les Planctomycetota (4,49) ainsi que la 

famille des Pirellulaceae (4,34) sont associés à une balnéa$on avec la souche 3J6. L’exposi$on 

à la souche hCg-42 se traduit par une plus grande propor$on de Proteobacteria avec un score 

LDA moyen de 4,54. Le clade OM190, qui fait par$e du phylum Planctomycoteta, a été associé 

à l’exposi$on à la souche RA15T, avec un score LDA moyen de 3,68. Enfin, aucune sur-

représenta$on significa$ve de taxons n’a été associée à l’exposi$on à la souche hOe-125 et la 

condi$on contrôle. 

3.4. EHets de l’exposition aux souches de Pseudoalteromonas sur les huîtres plates et 

les biofilms  

3.4.1. Huîtres plates : suivi de la mortalité et émission larvaire 

Au terme de l’expérimenta$on, la survie des huîtres plates est supérieure à 80% (Figure 20), 

sans différence significa$ve entre les huîtres exposées aux souches de Pseudoalteromonas et la 

condi$on contrôle (test du χ² : χ² = 2, DF = 4, p-value = 0,07).  

 

De plus, l’émission larvaire des huîtres plates des différentes condi$ons expérimentales a pu 

être observée et quan$fiée. Ces émissions larvaires ont eu lieu à par$r du mois de février, 

Figure 20. Courbes de survie Kaplan-Meier des huîtres plates exposées à diBérentes souches de 
Pseudoalteromonas au cours de leur maturation sexuelle.  



 85 

correspondant au 2ème mois de l’expérimenta$on. Ainsi, des tendances ont pu être observées 

concernant le possible effet de l’exposi$on des huîtres aux souches de Pseudoalteromonas sur 

l’émission larvaire (Figure 21).  

 

Figure 21. Émissions larvaires cumulées de chaque condition expérimentale aux termes de la maturation de 
l’huître plate O. edulis. Les résultats sont exprimés en ratio par rapport au nombre de larves émises pour la 
condition contrôle.  

 

Ainsi, les huîtres exposées à la souche hCg-42 ont émis 2,94.106 larves, contre 1,32.106 pour 

la condi$on contrôle, soit 2,2 fois plus de larves. Les huîtres soumises à une balnéa$on des 

souches hOe-125 et 3J6 ont eu un nombre de larves émises de 1,42.106 et 1,51.106, 

respec$vement, soit une émission larvaire proche de celle observée pour la condi$on contrôle. 

En revanche, les huîtres mises en présence de la souche RA15T ont émis deux fois moins de 

larves que la condi$on contrôle, avec 6,00.105 larves émises.  

3.4.2. Impact des souches de Pseudoalteromonas sur le biovolume du biofilm 

En plus d’avoir eu un impact qualita$f sur les biofilms formés lors de la matura$on, les 

souches de Pseudoalteromonas ont également impacté le biovolume du biofilm (Figure 22). 

Une diminu$on significa$ve du biovolume en présence des souches RA15T, hOe-125 et hCg-42 

vis-à-vis du contrôle a été observée (Figure 23). En effet, en moyenne pour toute l'expérience, 

une valeur de biovolume de 0,776 ± 1,145 µm³/µm² a été obtenue pour la condi$on contrôle. 

Le biovolume a été significa$vement réduit pour trois exposi$ons aux souches 
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4. Discussion  

Les analyses de metabarcoding réalisées durant une matura$on sexuelle de l’huître plate 

O. edulis ont permis d’étudier les dynamiques des communautés bactériennes de 

l’hémolymphe des huîtres et de l’environnement (eau de mer et biofilm). De plus, l’incidence 

des exposi$ons aux souches de Pseudoalteromonas sur ces communautés bactériennes et sur 

différents paramètres tels que la survie des huîtres, le biovolume du biofilm formé ou encore 

l’émission larvaire a pu être observée.  

4.1. Description des communautés bactériennes associées à l’élevage de l’huître plate 

La descrip$on des communautés bactériennes associées à l’élevage de l’huître plate a permis 

de (i) caractériser le microbiote hémolympha$que de l’huître plate dans les condi$ons de 

matura$on et de (ii) comparer les communautés bactériennes de l’hémolymphe, de l’eau de 

mer et du biofilm.  

4.1.1. Le microbiote hémolymphatique de l’huître plate  

CeYe étude permet une première descrip$on du microbiote hémolympha$que de l’huître 

plate O. edulis en condi$ons d’élevage. Chez d’autres espèces d’huîtres creuses, 

par$culièrement C. gigas, des descrip$ons de microbiotes hémolympha$ques ont déjà été 

publiées, correspondant à  différentes condi$ons : en laboratoire (García Bernal et al., 2017), 

dans un environnement naturel (Lokmer et al., 2016a) ou encore en élevage (Dupont et al., 

2020). En élevage, le phylum des Protéobactéries est dominant dans le microbiote 

hémolympha$que de l’huître creuse, comme c’est également le cas pour l’huître plate d’après 

les résultats que nous avons présentés dans ce chapitre. Les communautés bactériennes 

affiliées au phylum des Protéobactéries sont en effet associées à de nombreux bivalves, 

qu’importe l’espèce étudiée, aYeignant chez l’huître des abondances rela$ves supérieures à 

50% (Pierce and Ward, 2018). En revanche, les communautés du phylum des Firmicutes et des 

Fusobacteriota présentes chez l’huître plate (Figure 15) n’ont pas été observées lors l’étude du 

microbiote hémolympha$que d’huître creuse d’élevage (Dupont et al., 2020).  

Deux no$ons connues dans l’étude du microbiote associé aux bivalves peuvent expliquer 

ceYe observa$on : la première est l’importance de la température sur la modula$on du 

microbiote associé aux huîtres. En effet, les huîtres creuses d’élevage étaient maintenues dans 
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une eau à 16°C, tandis que dans le cadre de notre expérimenta$on, l’eau était à 19°C. La 

température est en effet directement corrélée à l’abondance, la diversité et la structure des 

communautés bactériennes associées aux bivalves (Pierce, 2016). De manière plus large, 

l’environnement joue une part importante dans l’acquisi$on du microbiote associé à l’huître : 

de nombreux facteurs bio$ques et abio$ques influencent en effet ce microbiote (Paillard et al., 

2022). D’autre part, l’hôte influence la structure et la composi$on du microbiote qui lui est 

associé (Wegner et al., 2013). CeYe no$on s’inscrit dans un concept plus global, impliquant que 

l’hôte a une incidence sur le microbiote qui lui est associé (Pierce and Ward, 2018). Le 

microbiote hémolympha$que de l’huître plate peut donc être (i) influencé par des facteurs 

environnementaux (température, communautés bactériennes de l’eau de mer) ou encore par 

(ii) l’hôte. Ces deux concepts sont développés ici, en regard avec les résultats obtenus durant 

ceYe expérimenta$on. 

4.1.2. Le microbiote associé à l’huître plate, en lien avec son environnement 

Les échan$llons d’hémolymphe et d’eau de mer présentent des similarités en termes 

d’abondance et de distribu$on des ASVs. Ces constata$ons peuvent être corroborées par le 

phénomène connu d’associa$on des microorganismes libres de l'eau de mer au microbiote de 

l’huître (Unzueta-Mar�nez et al., 2022a). De plus, l’hémolymphe cons$tuant une l’interface 

entre l’huître et son environnement (Bachère et al., 2015), l’associa$on de microorganismes de 

l’eau de mer à ce microbiote a pu être décrit (Lokmer et al., 2016b). L’eau de mer étant 

renouvelée, on peut alors parler de microbiote transitoire pour qualifier ces microorganismes 

(Lokmer et al., 2016a; Unzueta-Mar�nez et al., 2022b). En effet, ceYe dernière étude (Lokmer 

et al., 2016a) a montré que lorsque les huîtres creuses sont transférées en laboratoire, avec 

des apports d’eau filtrée, les communautés précédemment associées à l’eau de mer ne sont 

plus présentes, meYant en avant le caractère passager de certaines communautés bactériennes 

au sein du microbiote hémolympha$que (Vasconcelos and Lee, 1972).  

CeYe hypothèse pourrait également corroborer la structura$on différen$elle des 

communautés bactériennes associées à l’huître plate au cours des temps de prélèvements. Le 

renouvellement d’eau dans les bassins apporte en effet de nouvelles communautés 

bactériennes, ce qui explique l’évolu$on de sa structure (Remple et al., 2021).  Certaines de ces 

communautés peuvent alors être associées au microbiote hémolympha$que, qui est alors 
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également structuré différemment. Une augmenta$on de l’abondance rela$ve des familles 

affiliées au phylum des Protéobactéries est en effet observée au sein des communautés 

bactériennes de l’eau de mer mais également de l’hémolymphe (Figure 15). 

4.1.3. Spécificité du microbiote hémolymphatique de l’huître plate 

Le microbiote hémolympha$que de l’huître plate d’élevage présente également des taxons 

qui sont par$culièrement sur-représentés dans ce compar$ment par rapport aux communautés 

de son environnement. C’est également le cas de l’huître creuse, où une neYe dis$nc$on du 

microbiote hémolympha$que vis-à-vis des communautés bactériennes de l’eau de mer a pu 

être constatée (Dupont et al., 2020; Lokmer et al., 2016a).  

De plus, des familles affiliées au phylum des Bacteroidota dans l’eau de mer, dont 

l’abondance augmente entre le premier et le troisième mois de l’expérimenta$on ne suivent 

pas la même tendance dans l’hémolymphe (Figure 15). Ces résultats suggèrent une 

différencia$on des communautés au cours du temps entre le microbiote hémolympha$que et 

son environnement, ce qui met en avant une certaine imperméabilité de ce compar$ment aux 

évolu$ons de son environnement (Fu et al., 2024). De plus, le statut physiologique des huîtres 

durant leur condi$onnement peut également avoir un effet sur leur microbiote (Destoumieux-

Garzón et al., 2024), avec des émissions larvaires observées dès le troisième mois de 

l’expérimenta$on.  

4.1.4. Les communautés bactériennes associées au biofilm  

Des dissimilarités plus prononcées ont pu être observées entre le microbiote 

hémolympha$que des huîtres plates d’élevage et les biofilms se formant dans les bassins :  les 

communautés bactériennes du biofilm sont plus riches, avec une plus grande diversité et 

différent des communautés de l’hémolymphe en termes d’abondance, de présence/absence 

des ASVs ou encore de leur phylogénie. Ces différences pourraient être expliquées par la 

spécificité du microbiote de l’huître plate d’une part (Pierce and Ward, 2018) et également par 

le fait que le biofilm est composé de microorganismes qui lui sont spécifiques par rapport à ceux 

de l’eau de mer en condi$ons d’élevage aquacole (Remple et al., 2021).  

De plus, une modula$on de la structura$on des communautés bactériennes des biofilms au 

cours du temps a également été observée pendant la matura$on d'O. edulis, ainsi que dans les 
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environnements marins ouverts (Briand et al., 2022) et les bassins d'algoculture (Remple et al., 

2021). Les biofilms hébergent en effet une succession de communautés bactériennes associées 

à différentes étapes de la forma$on du biofilm dans les environnements marins. Ces varia$ons 

ont été observées sur de courtes périodes (Dang and Lovell, 2002) ainsi que sur de longues 

périodes (Briand et al., 2022; Malazarte et al., 2022), corroborant les observa$ons réalisées lors 

de ceYe expérimenta$on. Cela entraîne également une augmenta$on de la diversité 

bactérienne au cours du temps (Briand et al., 2022).  

4.2. Incidence des souches de Pseudoalteromonas sur l’élevage de l’huître plate Ostrea 

edulis 

L’addi$on hebdomadaire des souches de Pseudoalteromonas dans les bassins n’a pas eu 

d’effet sur les communautés bactériennes de l’eau de mer : son renouvellement constant de 

20% par heure, excepté durant la période de balnéa$on, peut expliquer ceYe observa$on. En 

revanche, une modula$on de la structure du microbiote hémolympha$que et des 

communautés bactériennes du biofilm a pu être observée à la suite de l’ajout de ces bactéries 

durant l’expérimenta$on. L’exposi$on aux souches n'affecte toutefois ni la richesse ni la 

diversité des communautés bactériennes, aucune différence significa$ve n'étant observée par 

rapport au contrôle.  

4.2.1. Modulation du microbiote hémolymphatique  

L’exposi$on des huîtres aux souches de Pseudoalteromonas a donc eu une incidence sur le 

microbiote hémolympha$que de l’huître plate durant l’expérimenta$on, sans pour autant 

déséquilibrer le microbiote comme observé lors d’épisodes infec$eux, avec une augmenta$on 

importante de l’abondance rela$ve de certains taxons, menant à une perte importante de 

diversité au sein du microbiote (Lokmer and Mathias Wegner, 2015). De plus, bien que les 

souches de Pseudoalteromonas aient été ajoutées à de fortes concentra$ons, des analyses de 

qPCR faites au préalable (Cuny, 2022) ont montré que leur passage n’était que transitoire au 

sein de l’hémolymphe, les souches n’étant plus détectées 96h après balnéa$on. Cela indique 

donc que les souches induisent une modula$on du microbiote hémolympha$que, tout en ne 

s’implantant pas durablement au sein de l’huître plate.   

La modula$on du microbiote de l’hôte par des souches probio$ques a pu être observé pour 

d’autres modèles en produc$on aquacole. Par exemple, l'introduc$on d'un consor$um de 
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probio$ques (composé de Bacillus spp. et Enterococcus sp.) par balnéa$on a entraîné une 

modifica$on significa$ve de la structure des communautés bactériennes dans différents 

compar$ments de la creveYe Litopenaeus vannamei (Guzmán-Villanueva et al., 2020). De la 

même manière, le microbiote intes$nal du poisson zèbre (Danio rerio) a été modulé en 

présence de l’espèce Lactobacillus rhamnosus (analyses de ß-diversité), induisant une 

augmenta$on des communautés du phylum des Firmicutes (Falcinelli et al., 2015). Par ailleurs, 

des huîtres creuses juvéniles mises en présence de deux souches du genre Streptomyces ont 

présenté un microbiote total avec une diversité plus importante et une structure modifiée 

(García Bernal et al., 2017). La structure modifiée du microbiote de ces huîtres a pu être 

expliquée par l’influence de l’ajout des souches sur deux genres en par$culier : le genre Vibrio 

qui n’était plus détecté pour les huîtres mises en présence des probio$ques et le genre 

Bacteriovorax qui au contraire se main$ent dans le microbiote. L’effet probio$que documenté 

des bactéries du genre Bacteriovorax et leur ac$on contre des bactéries à Gram néga$f pourrait 

expliquer ceYe première constata$on (Crossman et al., 2013). 

L’objec$f d’un probio$que peut être de stabiliser le microbiote (Prado et al., 2010) de l’hôte 

afin d’éviter un déséquilibre associé à des épisodes de mortalité (Lasa et al., 2019). CeYe no$on 

de stabilité peut être différemment interprétée et dépend de nombreux facteurs : une 

réduc$on de la richesse et/ou diversité du microbiote de l’hôte est par exemple corrélée à une 

mortalité plus élevée (Dantan et al., 2024). Dans le cadre de l’étude du condi$onnement des 

géniteurs de l’huître plate, un effet des souches de Pseudoalteromonas sur le microbiote a été 

mis en évidence, mais d’autres expérimenta$ons seraient nécessaires pour obtenir plus 

d’informa$ons sur les incidences de cet effet, notamment sur la réponse des huîtres en cas 

d’épisode infec$eux, par exemple.  

4.2.2. E_ets sur le biofilm : applications potentielles 

Les balnéa$ons hebdomadaires des souches du genre Pseudoalteromonas ont entraîné une 

réduc$on significa$ve du biovolume du biofilm formé durant une matura$on sexuelle de 4 mois 

de l’huître plate O. edulis. De tels traitements naturels peuvent être avantageux pour le secteur 

de l'aquaculture car la présence de biofilms reste un problème écologique et économique 

(Wietz et al., 2009). Les biofilms développés dans les bassins ostréicoles exposés aux souches 

de Pseudoalteromonas, excepté 3J6, ont présenté un biovolume réduit de manière significa$ve 
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par rapport au contrôle. L'ac$vité an$biofilm observée in vivo avec les trois autres souches 

suggère que ceYe réduc$on n'est pas liée à l'u$lisa$on d'une souche spécifique. Une réduc$on 

significa$ve de l’épaisseur maximale a également été observée en présence de ces souches 

(hOe-125, hCg-42 et RA15T) en élevage du bar commun (Rahmani et al., 2023). En effet, la 

réduc$on de biofilm observée aurait pu être associée à une réduc$on significa$ve de certains 

taxons, ce qui entraînerait une richesse et une diversité spécifiques réduites. Par conséquent, 

l'ajout des souches aux bassins n’affecte pas la présence d’ASVs appartenant à des phylums ou 

familles spécifiques. D’autre part, le rôle des altérines dans la réduc$on de ce biofilm pourrait 

être envisagé, mais n’est pas cohérent avec la réduc$on observée suite à l’addi$on de la souche 

RA15T. De plus, les altérines étaient en dessous du seuil de détec$on (1 µg/mL) durant 

l’expérimenta$on, que ce soit dans l’hémolymphe des huîtres ou dans l’eau de mer (Cuny, 

2022). 

5. Conclusion 

CeYe expérimenta$on a permis d’inves$guer l’usage de souches de Pseudoalteromonas 

comme probio$ques durant le condi$onnement de géniteurs d’huîtres plates. L’absence de 

surmortalité chez les huîtres permet tout d’abord de valider l’innocuité des souches in vivo, 

paramètre essen$el pour envisager l’usage de ces bactéries. De plus, la réduc$on du biovolume 

de biofilm présent dans les bassins a pu être observée en présence des souches RA15T, hOe-

125 et hCg-42 ce qui permet d’envisager une applica$on de ces souches en élevage. Par ailleurs, 

les analyses de metabarcoding ont révélé (i) une modula$on des communautés bactériennes 

du biofilm et (ii) de l’hémolymphe de l’huître plate, permeYant également (iii) une première 

descrip$on du microbiote hémolympha$que de l’huître plate en condi$ons de matura$on 

sexuelle. De plus, l’exposi$on des huîtres aux souches de Pseudoalteromonas n’a pas induit de 

perte de richesse ou de diversité significa$ve parmi les communautés bactériennes en 

présence, suggérant le main$en du microbiote hémolympha$que en présence de ces bactéries.  

Enfin, l’émission larvaire observée aux termes de la matura$on semble être influencée par 

l’ajout des souches de Pseudoalteromonas. Ces résultats confirment la nécessité d'approfondir 

l'inves$ga$on du poten$el probio$que de ces souches. 
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CHAPITRE 3 – DEVENIR DES SOUCHES DU GENRE PSEUDOALTEROMONAS 

ET DES ALTÉRINES DANS UN SYSTÈME IN VITRO SIMULANT LA DIGESTION 

CHEZ L’HUMAIN    

1. Introduction 

Les travaux du Chapitre 2 nous permeYent d’envisager l’u$lisa$on de souches de 

Pseudoalteromonas comme probio$ques pour l’ostréiculture. L’addi$on de ces bactéries dans 

des bassins d’élevage n’a pas causé de surmortalité pour l’huître plate, tout en modulant le 

microbiote hémolympha$que. De plus, une réduc$on significa$ve du biovolume de biofilm se 

formant dans les bassins a été observée, sans altéra$on de la diversité de sa composi$on 

bactérienne. D’autre part, bien que la présence de ces souches dans l’hémolymphe et l’eau des 

bassins soit transitoire et que la détec$on des altérines n’a pas été possible durant 

l’expérimenta$on (Cuny, 2022), il ne peut être exclu qu’elles soient absentes de l’élevage. Le 

consommateur final reste donc poten$ellement exposé à ces souches et aux altérines. Ainsi, la 

possible présence des souches de Pseudoalteromonas et leur éventuelle produc$on d’altérines 

au sein des huîtres pose la ques$on de leur devenir pour le consommateur. Dès lors, la ques$on 

du devenir des souches de Pseudoalteromonas et des altérines qu’elles produisent se pose afin 

d’apprécier leur innocuité pour l’Homme, et ici l’évalua$on de leur devenir dans le tractus 

diges$f.  

Dans le cas d’une u$lisa$on de probio$ques pour animaux, il convient de considérer les 

conséquences pour l’environnement et la santé du consommateur (Fu et al., 2020). De plus, 

l’impact des probio$ques u$lisés en élevage sur le consommateur est une probléma$que à 

étudier pour le développement de ces microorganismes, certes bénéfiques pour l’espèce 

élevée mais pouvant présenter un risque pour l’Humain (Bhogoju and Nahashon, 2022). Dans 

le cadre d’une u$lisa$on des Pseudoalteromonas en tant que probio$que en ostréiculture, il est 

possible que le probio$que soit au contact du consommateur. Ainsi, l’étude du devenir des 

souches de Pseudoalteromonas dans le tractus gastro-intes$nal a été réalisé, en tant que 

prérequis nécessaire pour définir les risques d’exposi$on pour l’Humain (Sanders et al., 2010). 
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1.1. Simulation de la digestion humaine : modèles in vitro 

1.1.1. La digestion chez l’Homme  

Le tractus gastrointes$nal humain (Figure 24) composé de la bouche, du pharynx, de 

l’œsophage, de l’estomac, de l’intes$n grêle et du gros intes$n (ou côlon) se termine par le 

rectum et l’anus où les déchets sont excrétés (Sensoy, 2021). Dans un premier temps, les 

aliments sont broyés en pe$tes por$ons dans la bouche (pH 5-7) par un processus mécanique, 

la mas$ca$on. Ces fragments générés sont également mélangés à la salive contenant de 

l’amylase pour faciliter et accélérer leur passage dans le tractus diges$f (C. Li et al., 2023). CeYe 

enzyme hydrolyse l’amidon pour abou$r à des disaccharides (Sensoy, 2021). 

La diges$on se poursuit ensuite dans l’estomac (pH 1-3) avec une dégrada$on à la fois 

mécanique, chimique et enzyma$que sous l’ac$on de lipase et de pepsine (Sensoy, 2021). La 

lipase permet la diges$on des lipides tels que les triglycérides (Bakala N’Goma et al., 2012). La 

pepsine hydrolyse les liaisons pep$diques au niveau de divers acides aminés : phénylalanine, 

tryptophane, tyrosine en par$culier mais également la méthionine et la leucine (Accardo et al., 

2024). L’ac$vité de ceYe enzyme est dépendante du pH et op$male en milieu acide. L’acidité 

du milieu permet également la prépara$on de l’absorp$on de la nourriture par l’intes$n grêle 

en aidant notamment à la diges$on des protéines (Ramsay and Carr, 2011). D’autre part, les 

contrac$ons de l’estomac entraînent le mélange et le broyage des par$cules alimentaires 

(Sensoy, 2021).  

Les processus d’assimila$on des nutriments ont majoritairement lieu dans l’intes$n grêle 

(Lentle and Janssen, 2011). L’intes$n grêle (pH 6-7,5) est divisé en trois segments : le 

duodénum, le jéjunum et l’iléon. Le duodénum est le segment dans lequel la pancréa$ne et la 

bile sont sécrétés : dans ce compar$ment sont dégradés les protéines, les glucides, les 

triglycérides et les acides nucléiques (Sensoy, 2021). La pancréa$ne est un mélange 

enzyma$que comprenant : l’amylase, la lipase et des protéases telles que la trypsine et la 

chymotrypsine (Johnson and Hillier, 2007). La trypsine clive les liaisons pep$diques 

spécifiquement au niveau du groupement carbonyle des résidus d’arginine et de lysine 

(Granvogl et al., 2007). Quant à la chymotrypsine, ceYe endopep$dase clive les liaisons 

pep$diques après les résidus d’acides aminés alipha$ques comme la leucine (Whitcomb and 

Lowe, 2007). Des contrac$ons mécaniques sont observées dans l’intes$n grêle, permeYant le 
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mélange et le transport du chyme (Patel and Thavamani, 2024), qui correspond à la mixture des 

sécré$ons diges$ves et des aliments digérés (Picot et al., 2020).  

Le gros intes$n, colonisé par de nombreux microorganismes, permet la dégrada$on de fibres 

non-digérées par l’intes$n grêle (Sensoy, 2021). De nombreuses vitamines essen$elles comme 

la vitamine B1 et K sont sécrétées par certains de ces microorganismes (Rogers, 2010). 

1.1.2. Modèles de digestion in vitro : INFOGEST ET TIM-1 

De nombreux modèles in vitro reproduisent les phénomènes physico-chimiques et 

mécaniques se déroulant durant la diges$on afin de pouvoir en effectuer la simula$on in vitro. 

Parmi ces modèles figurent le protocole de diges$on sta$que INFOGEST (Brodkorb et al., 2019) 

et le TIM-1 ou TNO Gastro-Intes8nal Model (Minekus, 2015), un modèle dynamique de 

diges$on (Figure 24). Ces deux modèles in vitro permeYent de soumeYre des souches 

bactériennes ou encore des molécules à des condi$ons environnementales (température, pH, 

exposi$on à des enzymes) et à des temps de séjour similaires à ceux retrouvés lors d’une 

diges$on classique. Un échan$llonnage peut être réalisé à chaque compar$ment de diges$on, 

ce qui permet ensuite de réaliser des analyses afin de suivre la dégrada$on du composé 

d’intérêt (Hall and Moraru, 2022). 

Le protocole INFOGEST est un modèle de diges$on sta$que qui permet la simula$on des 

processus physicochimiques se déroulant dans 3 compar$ments du tractus : la bouche (phase 

orale), l’estomac (phase gastrique) et l’intes$n grêle (phase intes$nale). Ainsi, l’effet des fluides 

diges$fs, des enzymes, du pH et de la température peuvent être observés (Zhou et al., 2023). 

Cependant, ce protocole présente une version simplifiée des processus diges$fs car il ne $ent 

pas compte de l’aspect ciné$que (Calero et al., 2024).  
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Le TIM-1 est un modèle dynamique qui permet d’analyser le processus de diges$on au 

niveau de l’estomac et des trois compar$ments de l’intes$n grêle : le duodénum, le jéjunum et 

l’iléon (Cordonnier et al., 2015). Comme le protocole INFOGEST, le TIM-1 permet d’apprécier 

les processus physico-chimiques se déroulant dans le tractus gastrointes$nal. De plus, ce 

modèle permet d’appréhender la ciné$que de diges$on avec un passage progressif des fluides 

d’un compar$ment à l’autre assuré par des valves dites péristal$ques (Hall and Moraru, 2022). 

Ces valves permeYent ainsi la simula$on du mouvement péristal$que, qui fait référence aux 

contrac$ons ondulatoires réalisées par les différents compar$ments pour déplacer les fluides 

diges$fs (Sensoy, 2021). La dynamique de diges$on se rapproche alors davantage des 

condi$ons de diges$on in vivo, ce qui en fait un modèle plus précis que le protocole INFOGEST.  

1.2. Digestibilité in vitro de souches probiotiques  

Les essais de diges$on de probio$ques concernent majoritairement des probio$ques 

des$nés à la consomma$on humaine et donc principalement des bactéries à Gram posi$f telles 

que Bacillus spp., Lactobacillus spp. ou encore Bifidobacterium spp. (Sanders et al., 2018). La 

simula$on de diges$on de ces souches in vitro montre une dégrada$on importante des cellules 

viables dès la phase gastrique de diges$on, avec seulement 3 à 5% et 1% de cellules viables 
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Figure 24. Schéma récapitulatif des deux méthodes de digestion in vitro (TIM-1 et INFOGEST) en lien avec les compartiments du 
tractus gastrointestinal humain. Adaptation de Hall and Moraru, 2022. 
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après diges$on gastrique des souches Bifidobacterium bifidum MF 20/5 et Lactobacillus gasseri 

PA 16/8, respec$vement. Aux termes de la diges$on in vitro réalisée sur le TIM-1, les 

pourcentages de survie sont de 2% pour B. bifidum et de 0,1% pour L. gasseri  (Venema et al., 

2019). Ainsi, il apparaît que la survie bactérienne de ces souches soit grandement impactée par 

le compar$ment gastrique plutôt que le compar$ment intes$nal, où la viabilité de la souche de 

B. bifidum reste stable.  

Dans un premier temps, l’acidité du contenu gastrique a un impact sur la viabilité des souches 

(Bezkorovainy, 2001), observé précédemment lors de la diges$on de bactéries lac$ques (B. 

bifidum et L. gasseri) sur le TIM-1 (Venema et al., 2019). Un faible pH (pH <3) et la présence de 

grandes quan$tés de pepsine abou$ssent à la réduc$on de la viabilité bactérienne (Derrien and 

van Hylckama Vlieg, 2015). D’autre part, les sels biliaires de l’intes$n grêle associés à la présence 

d’enzymes telles que la pancréa$ne et la lipase sont un obstacle majeur à la survie bactérienne 

des souches probio$ques (Noh and Gilliland, 1993). En effet, les sels biliaires sont des composés 

an$bactériens dont le mode d’ac$on altère la membrane cellulaire des bactéries (Urdaneta and 

Casadesús, 2017). Cependant, l’augmenta$on du pH (pH > 6) est favorable à la croissance 

bactérienne et peut ainsi garan$r la survie des bactéries lac$ques jusque dans le colon (Derrien 

and van Hylckama Vlieg, 2015). Le métabolisme des bactéries est donc être fortement impacté 

par des facteurs environnementaux tels que le pH, la salinité, la température ou encore la 

disponibilité en nutriments (Jin and Kirk, 2018).  

1.3. Digestibilité in vitro de peptides antimicrobiens 

1.3.1. Dégradation di_érentielle des peptides dans le tractus gastro-intestinal 

Le devenir in vitro de pep$des an$microbiens en système diges$f humain est u$lisé pour 

apprécier les applica$ons possibles pour ces pep$des bioac$fs, par$culièrement en cas 

d’u$lisa$on thérapeu$que per os ou encore comme bioconservateurs alimentaires (Huan et al., 

2020). Par exemple, en cas d’applica$ons en tant que bioconservateurs alimentaires, une 

diges$on rapide dans le tractus gastrointes$nal de ces pep$des est souhaitée, afin d’éviter un 

phénomène de bioaccumula$on chez l’Homme (Cashman-Kadri et al., 2023). À l’inverse, en cas 

d’u$lisa$on des pep$des comme an$bio$ques, des technologies comme les systèmes de 

protec$on par encapsula$on et de libéra$on contrôlée sont souvent nécessaires afin de 

permeYre au traitement d'aYeindre sa cible thérapeu$que, par$culièrement en cas 
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d’administra$on orale (Soltani et al., 2022). La diges$on peut non seulement diminuer la 

biodisponibilité des pep$des dans les compar$ments ciblés mais également les dégrader (Zhao 

et al., 2021). Ce phénomène peut induire une réévalua$on de l’u$lisa$on de ces pep$des ou 

l'emploi de différentes formula$ons pour aYeindre l'effet désiré (Wang et al., 2019). Par 

exemple, des méthodes d’encapsula$on de la nisine, un pep$de an$bactérien, ont été mises 

au point pour préserver son ac$vité et protéger la matrice alimentaire contre d'éventuelles 

contamina$ons durant la conserva$on (Narsaiah et al., 2014), ou encore pour limiter sa 

dégrada$on dans le tractus gastrointes$nal et assurer l’inhibi$on de la bactérie Clostridium 

difficile dans le colon (Ugurlu et al., 2007). Par conséquent, différentes études de diges$bilité 

ont été réalisées afin de suivre le devenir de pep$des an$microbiens dans le tractus gastro-

intes$nal (Tableau 9). 

Certains pep$des an$microbiens sont stables après leur passage dans les différents 

compar$ments du tractus gastrointes$nal. C’est le cas de la cyclo$de katala-B1, un pep$de 

an$bactérien (Kremsmayr et al., 2022) et de la défensine NaD1 qui présente une ac$vité 

an$fongique (Parisi et al., 2020). La polymyxine B est u$lisée pour éviter l’appari$on 

d’infec$ons après une chirurgie gastrointes$nale, impliquant le main$en de son ac$vité 

an$microbienne dans le tractus et donc sa stabilité (Scheufele et al., 2020). 

D’autres pep$des conservent une certaine stabilité lors de leur passage dans l’estomac mais 

sont dégradés au niveau de la phase intes$nale. C’est notamment le cas de la nisine (Soltani et 

al., 2022), du pep$de lasso microcine J25 (MccJ25 ; Naimi et al., 2018) et de la pédiocine PA-1 

(Kheadr et al., 2010). La diges$on de ces deux derniers pep$des a été étudiée avec le modèle 

du TIM-1. La dégrada$on de la Mccj25 et de la pédiocine PA-1 débute dès leur passage dans le 

duodénum, avec une dégrada$on majeure dans les compar$ments jéjunaux et iléaux pour la 

pédiocine PA-1 (Kheadr et al., 2010). La MccJ25 est dégradée lors de son passage au sein du 

duodénum (Naimi et al., 2018). Néanmoins, une ac$vité an$bactérienne reste détectable tout 

au long du processus de diges$on, suggérant que la dégrada$on de ce pep$de est seulement 

par$elle, ce qui peut être expliqué par sa structure en lasso (Soltani et al., 2022). Enfin, la rhésus 

θ-défensine 1 (RTD-1), pep$de an$microbien (Kremsmayr et al., 2022) et la cathélicidine-BF, 

pep$de an$bactérien ac$f contre les bactéries à Gram néga$f comme Salmonella typhimurium 

sont également dégradés dans l’intes$n grêle (Xia et al., 2015).  
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Enfin, certains pep$des sont dégradés dès la phase gastrique : c’est le cas du pep$de 

an$microbien AMGAP qui montre une forte homologie avec une enzyme, la GAPDH 

(Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase).  Après 20 minutes de diges$on par le TIM-1, 

ce pep$de est en effet dégradé et inac$f (Offret et al., 2019a). La colis$ne (polymyxine E), 

pep$de an$bactérien ac$f contre les bactéries à Gram néga$f, est également dégradée dès son 

arrivée dans l'estomac (Rhouma et al., 2015), tout comme pour la bactofencine A, pep$de 

possédant une ac$vité an$microbienne (Soltani et al., 2022) et an$virale (Li et al., 2018). La 

bactofencine A s’est avérée par$culièrement sensible à la pepsine, d’où sa dégrada$on lors de 

la phase stomacale (Soltani et al., 2022). 
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Tableau 9. Digestion in vitro de peptides antimicrobiens et suivi de leur dégradation au sein du tractus gastrointestinal (GI).   

 

 Caractéristiques structurales  Bioactivité  Dégradation tractus GI Méthode in vitro  Références 

Nisine Z 3331 Da - polycyclique Antimicrobien  Intestin grêle INFOGEST Soltani et al., 2022 

Peptide NA-inhibiteur 2163 Da  Antiviral Estomac 
Protocole de digestion statique 

d’après (Sangsawad et al., 2017) 
Li et al., 2018 

Rhésus θ-défensine 1 2081,6 Da - cyclique Antimicrobien Intestin grêle United States Pharmacopeia Kremsmayr et al., 2022 

Cyclotide kalata B1 2841,2 Da - cyclique Antibactérien Stable United States Pharmacopeia Kremsmayr et al., 2022 

Défensine NaD1 
5304,32 Da - feuillets ß (ponts 

disulfures) 
Antifongique Stable 

Protocole de digestion statique 

d’après (Fu, Abbott and Hatzos, 2002) 
Parisi et al., 2020 

Bactofencine A 2783,32 Da - linéaire Antimicrobien Estomac INFOGEST Soltani et al., 2022 

Cathelicidin-BF 3618,51 Da Antibactérien Intestin grêle 
Protocole de digestion dynamique 

d’après (Xia et al., 2015) 
Xia, Zhang and Wang, 2015 

Microcine J25 2107,3 Da – polypeptide cyclique Antimicrobien 
Intestin grêle 

(duodénum) 
INFOGEST et TIM-1 

Naimi et al., 2018 ; Soltani et al., 

2022 

Peptide AMGAP  1584,84 Da - linéaire Antibactérien Estomac TIM-1 OYret et al., 2019a  

Pédiocine PA-1  4624 Da - cyclique Antimicrobien 
Intestin grêle (jéjunum, 

iléon) 
TIM-1 Kheadr et al., 2010 

Colistine (Polymyxine E) 1155 Da – polypeptide cyclique Antibactérien  Estomac United States Pharmacopeia Rhouma et al., 2015 
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1.3.2. Résistance des peptides à la digestion  

Les nombreux essais de diges$on à l’aide de méthodes in vitro tels que le protocole 

INFOGEST ou le TIM-1 permeYent d’apprécier la dégradabilité de ces pep$des qui présentent 

une grande diversité structurale. Le nombre croissant d’études dans ce domaine permet de faire 

des premières corréla$ons entre la structure et la stabilité de ces pep$des, meYant en lumière 

certaines tendances (Ahmed et al., 2022; Wang et al., 2019). Une meilleure connaissance de la 

rela$on structure-stabilité permeYrait de synthé$ser des pep$des pour une applica$on 

donnée, demandant une faible stabilité dans le tractus gastrointes$nal ou au contraire une 

certaine résistance (Cres$ et al., 2024).  

Le poids moléculaire, la composi$on en acides aminés, la charge et l’hydrophobicité d’un 

pep$de peuvent ainsi être corrélés à une certaine stabilité gastro-intes$nale in vitro (Wang et 

al., 2019). En effet, les pep$des stables présentent des charges neYes posi$ves (à pH 7) avec 

une plus grande prévalence de résidus basiques comme l’his$dine. À l'inverse, la leucine est 

associée à une instabilité pendant la diges$on et se trouve fréquemment en posi$on C-

terminale de pep$des instables car sensibles à la pepsine et la chymotrypsine (Ahmed et al., 

2022).  

De la même manière, les pep$des comprenant une lysine ou une arginine en extension C-

terminale sont par$culièrement sensibles à la trypsine (Wang et al., 2019). De plus, il semble 

que les pep$des de hauts poids moléculaires sont plus suscep$bles d’être hydrolysés durant la 

diges$on par rapport à des pep$des présentant un poids moléculaire plus faible (Chen and Li, 

2012), qui ont tendance à présenter une plus grande stabilité (Wang et al., 2019). De plus, 

l'hydrophobicité d'un pep$de est liée à une diminu$on de sa stabilité dans le tractus gastro-

intes$nal (Xie et al., 2015).  

En dépit du nombre de molécules étudiées, et notamment parmi les pep$des, les résultats 

issus de la liYérature ne permeYent pas de présumer du devenir des altérines dans un système 

diges$f. 
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Devenir des souches de Pseudoalteromonas et des altérines dans un système digestif in 

vitro 

Dans le cas d’une u$lisa$on en aquaculture, les bactéries du genre Pseudoalteromonas ainsi 

que les altérines qu’elles produisent peuvent être présentes au sein des huîtres ou autres 

produits de la mer. Leur devenir dans un modèle de système diges$f humain cons$tue un 

apport d’informa$ons indispensable à la poursuite de leur développement en tant que 

probio$ques pour l’aquaculture. Un suivi (i) des souches du genre Pseudoalteromonas et (ii) des 

altérines qu’elles produisent a été effectué grâce au protocole de diges$on in vitro INFOGEST. 

De plus, un suivi de diges$on dynamique des altérines a pu être réalisé grâce à l’u$lisa$on du 

TIM-1 afin de préciser leur ciné$que de dégrada$on.  

2. Matériel et méthodes 

2.1. Purification des altérines 

Les altérines ont été purifiées à par$r de surnageants de culture des souches 

Pseudoalteromonas ostreae hOe-66 et Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-42 selon le 

protocole explicité dans le Chapitre 1. Des frac$ons correspondant aux différentes altérines 

pures (caractérisées par différentes masses molaires) ont ainsi été purifiées : 926 Da (5,8 mg), 

940 Da (6,4 mg), 954 Da (6,5 mg), 970 Da (2,1mg) et 980 Da (3,7 mg). Le dosage de chaque 

altérine a été réalisé par BCA-assay (Chapitre 1) à l’aide du kit Micro-BC Assays UP75860 

(Up$ma, Interchim, France). Ainsi, ces différentes frac$ons ont été regroupées en un mélange 

de 24,5 mg, permeYant les différents essais de diges$on in vitro à l’aide du protocole INFOGEST 

ou encore un modèle in vitro du tractus gastro-intes$nal, le TIM-1.  

2.2. Protocole INFOGEST : digestion statique  

La diges$on des bactéries du genre Pseudoalteromonas ainsi que des altérines a été réalisée 

en suivant le protocole INFOGEST (Brodkorb et al., 2019). Ce protocole permet d’observer la 

diges$on de matrices alimentaires, de bactéries ou encore de pep$des. Trois phases de 

diges$on sont étudiées : la phase orale (PO), la phase gastrique (PG) et enfin la phase intes$nale 

(PI). CeYe expérimenta$on a été réalisée en triplicats pour les altérines et pour les souches de 

Pseudoalteromonas.  
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2.2.1. Préparation des suspensions des bactéries et des altérines 

Les bactéries du genre Pseudoalteromonas ont été cul$vées pendant 24h sous agita$on 

(100 rpm) en milieu Marine Broth (DifcoTM 2216, Thermo Fisher). Les bactéries sélec$onnées 

sont P. ostreae hOe-125 ou hOe-125 (Cuny et al., 2021), P. rhizosphaerae hCg-42 ou hCg-42  

(Defer et al., 2013) et P. rhizosphaerae RA15T ou RA15T (Navarro-Torre et al., 2020). Ces souches 

avaient été sélec$onnées préalablement pour évaluer leur effet in vivo sur une matura$on 

d’huîtres plates Ostrea edulis (Chapitre 2). CeYe sélec$on a été réalisée à la suite d’une analyse 

des génomes des souches de Pseudoalteromonas in silico et des études de leur spectre 

an$microbien contre un panel de bactéries pathogènes (Desriac et al., 2020; Offret et al., 2022), 

également réalisée dans le Chapitre 1. Une mesure de la densité op$que au spectrophotomètre 

a été réalisée pour obtenir des suspensions de 5 mL à une concentra$on de 106 UFC/mL. Les 

cultures ont ensuite été centrifugées à 7000g pendant 15 minutes et lavées avec une solu$on 

de Sea Salts 3%. Après une nouvelle centrifuga$on, les culots ont été suspendus dans 5 mL de 

ceYe même solu$on qui est également u$lisée comme témoin néga$f. Pour l’expérimenta$on, 

0,25 mg du mélange d’altérines a été solubilisé dans 5 mL d’eau MilliQ. Les suspensions 

d’altérines et des bactéries testées ont donc ensuite été digérées selon le protocole INFOGEST. 

2.2.2. Digestion statique INFOGEST et échantillonnage 

La diges$on des altérines et des souches de Pseudoalteromonas (Figure 2) à l’aide du 

protocole INFOGEST s'est déroulée en plusieurs étapes : 

1. Une suspension de 5 mL de bactéries/altérines a été préparée dans 4 tubes dis$ncts ; 

2. Un premier échan$llon (P1) a été prélevé avant le début de l’expérimenta$on ; 

3. La solu$on correspondant à la phase orale (5 mL) a ensuite été ajoutée pour aYeindre un 

volume total de 10 mL. Après incuba$on à 37°C sous agita$on pendant 2 minutes, un second 

échan$llon (P2) a été prélevé dans l’un des trois tubes restants ; 

4. La phase gastrique (10 mL) a été ajoutée, doublant ainsi le volume à 20 mL. Après 

incuba$on à 37°C sous agita$on pendant 2 heures, un troisième échan$llon (P3) a été prélevé ; 

5. Enfin, le fluide intes$nal (20 mL) a été ajouté, suivi d’une incuba$on de 2 heures à 37°C. 

Le dernier échan$llon (P4) a été prélevé à la fin de ceYe étape. 

Tous les prélèvements ont été conservés à -80°C avant analyses : voir le paragraphe 2.4 pour 

les souches de Pseudoalteromonas et 2.5 pour les altérines.  
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Figure 25. Schéma récapitulatif du protocole INFOGEST. Chaque phase est ajoutée aux tubes au fur et à 
mesure de l’expérimentation (altérines ou souches = noir, phase orale = rose clair, phase gastrique = rose foncé 
et phase intestinale = bleu). À droite du schéma sont indiqués les prélèvements eBectués (P1 à P4).  

 

Les fluides de diges$on simulant chaque phase de l’expérimenta$on sont préparés la veille : 

le fluide SSF (simulated salivary fluid) est u$lisé pour la phase orale, le SGF (simulated gastric 

fluid) pour la phase gastrique et le SIF (simulated intes8nal fluid) pour la phase intes$nale 

(Tableau 10).  

Tableau 10. Préparation des solutions mères (mL) des diBérents fluides de digestions.  

 

 pH 7,0 pH 3,0 pH 7,0 

 SSF SGF SIF 

Volume total (mL) 83,3 116,7 150 

KCl (0,5 M) 3,1 2,0 2,6 

KH2PO4 (0,5 M) 0,8 0,3 0,3 

NaHCO3 (1 M) 1,4 3,6 15,9 

NaCl (2 M) - 3,4 3,6 

MgCl2 (0,15 M) 0,1 0,1 0,4 

(NH4)2CO3 (0,5 M) 0,01 0,1 - 

Eau MilliQ 77,9 106,7 126,9 
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Le jour même de l’expérimenta$on, les fluides correspondant à chaque phase ont été 

préparés avec l’ajout des enzymes diges$ves, de la bile et du chlorure de calcium (Tableau 11).  

Tableau 11. Composition et pH des diBérentes phases de digestion lors de l’expérimentation INFOGEST. Les 
volumes sont indiqués en millilitres.  

 pH 7,0 pH 3,0 pH 7,0 

 Orale Gastrique Intestinale 

Volume total (mL) 80,00 99,00 75,00 

SFF 64,00 - - 

SGF - 88,00 - 

SiF - - 51,00 

CaCl2 0,3 M 0,40 0,06 0,24 

Eau MilliQ q.s.p. q.s.p. q.s.p. 

Amylase 75 U/mL 8,00 - - 

Pepsine 2.103 U/mL - 0,50/tube - 

Lipase 60 U/mL - 0,50/tube  

Pancréatine 100 U/mL - - 5,00/tube 

Bile 10 mM - - 2,50/tube 

 

2.3. Digestion dynamique : utilisation du TIM-1, modèle in vitro 

Le modèle de diges$on in vitro TIM-1 (TNO Nutri8on and Food Research Ins8tute, Zeist Pays-

Bas) a été u$lisé (plateforme de diges$on in vitro de l’INAF, Université Laval, Canada). Un TIM-

1 contrôle a été réalisé (Eau MilliQ) et deux TIM-1 ont été réalisés pour étudier la diges$on des 

altérines (10 mg). Durant la diges$on dynamique des altérines sur le modèle du TIM-1 (Figure 

26), quatre compar$ments ont été analysés : l’estomac, le duodénum, le jéjunum et enfin 

l’iléon. Des prélèvements de 10 mL des différents compar$ments ont été réalisés : à 0, 20 et 40 

minutes pour l’estomac. Le duodénum, jéjunum, iléon ainsi que les effluents ont été prélevés 

au bout de 20, 40, 60 et 120 minutes. À chaque prélèvement, 10 mL de solu$on d’électrolytes 

de l’estomac, ou de résidu duodénal le cas échéant, ont été injectés dans les compar$ments 

correspondants pour compenser les volumes prélevés.  
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Tableau 12. Composition des solutions mères d’électrolytes gastriques et de l’intestin grêle utilisées pour le 
modèle de digestion in vitro, le TIM-1.  

 

 

 

 

 

Tableau 13. Contenu et sécrétions des diBérents compartiments du TIM-1 adapté de (Cordonnier et al., 2015) 

 
Compartiment Contenu initial Sécrétions 

Volume 
(mL) 

pH 4,0    

Estomac 

Solution d’électrolytes de l’estomac 

Pepsine (5200 U) 

Lipase (200 U) 

 

Suc gastrique : pepsine (520 U/mL) et 

lipase 20 U/mL dans une solution 

d’électrolytes - 0,25 mL/min 

Eau ou HCl 0,5 M - 0,25 mL/min 

310 

pH 6,0 

Duodénum 

Solution d’électrolytes de l’intestin grêle 

(SIES) 

Solution de pancréatine (15g – 4% - 

8xUSP) 

Solution de bile porcine (30g – 4%) 

Trypsine (1 mL – 2 mg/mL) 

 

Solution de pancréatine 4% - 0,25 mL/min 

Bile (4% puis 2% au bout de 30 minutes) – 

0,5 mL/min  

SIES ou NaHCO3 1 M – 0,25 mL/min 

55 

pH 6,8 Jéjunum SIES NaHCO3 1 M  100 

pH 7,2 Iléon SIES NaHCO3 1 M 100 

 

2.4. Digestion des souches du genre Pseudoalteromonas : analyses (INFOGEST) 

2.4.1. Dénombrement bactérien  

À par$r des différents échan$llons, une quan$té de 20 µL a été prélevée puis étalée en 

duplicata sur des géloses pour une gamme de dilu$ons allant de 100 à 10-8. Les dilu$ons ont été 

réalisées dans de l’eau peptonée (GibcoTM BactoTM Peptone, Thermo Fischer Scien$fic, États-

Unis) 1% (v/v) puis étalées sur milieu Marine Agar avant incuba$on à 18°C. Enfin, le 

dénombrement des colonies obtenues a été effectué à 24 et 48h.  

 
 pH 7,0 

 Solution gastrique 10X 
Solution d’électrolytes de 

l’intestin grêle 25X 

Poids total (g) 484,0 ± 2 940,0 ± 10 

NaCl 31,0 ± 0,5 125,0 ± 2 

KCl 11,0 ± 0,2 15,0 ± 0,5 

CaCl2 1,5 ± 0,03 7,5 ± 0,3 
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2.5. Digestion des altérines : analyses (INFOGEST et TIM-1) 

2.5.1. Traitement des échantillons  

Les échan$llons obtenus au cours des deux diges$ons ont été soumis à un traitement 

thermique de 100°C pendant 5 minutes, permeYant l’inac$va$on des enzymes de diges$on 

u$lisées afin d’éviter la dégrada$on des composés post-expérimenta$on. Ce traitement 

thermique est possible car les altérines sont thermostables (Desriac, 2010). Les échan$llons ont 

ensuite été conservés à -80°C avant purifica$on sur colonne de silice SPE C18 (Solide Phase 

Extrac$on). L’acétonitrile (Thermo Fischer Scien$fic, États-Unis), de l’eau MilliQ et de l’acide 

trifluoroacé$que (TFA, Sigma-Aldrich, États-Unis) ont été u$lisés pour ceYe purifica$on. Les 

solvants A (H2O + 0,1% TFA) et B (ACN + 0,1% TFA) ont ensuite été préparés. Ainsi, les colonnes 

SiliaPrep C18 (Silicycle, Québec, Canada) ont été condi$onnées avec un mélange de 10% A et 

90% B (12 mL) puis 90% A (12 mL). Après dépôt des échan$llons sur colonne, un lavage a été 

réalisé avec 90% A (12 mL). L’élu$on a ensuite été réalisée avec 40% A (5 mL). Les éluats obtenus 

ont ensuite été filtrés sur une membrane 10 kDa (Cy$va, États-Unis) avant analyses ultérieures.  

2.5.2. Test antibactérien  

Des tests d’ac$vité antagoniste contre Escherichia coli SBS363 ont été réalisés à l’aide de la 

technique d’inonda$on sur gélose. Ainsi, une culture de 24h d’E. coli dans du Tryp$c Soy Broth 

(TSB, BD DifcoTM, États-Unis) a été diluée pour aYeindre une concentra$on finale de 106 UFC/mL 

dans un volume de 5 mL qui a été étalé sur une gélose de Tryp$c Soy Agar (TSB + Agar, VWR 

AvantorTM, États-Unis). Après 15 minutes d’imprégna$on, le volume en excès a été éliminé 

avant séchage de la gélose sous hoYe pendant 1h. Chaque éluat obtenu après passage sur 

colonne SPE C18 a été déposé (10 µL) dans des puits formés dans la gélose avant incuba$on à 

37°C de la gélose. Un témoin posi$f (polymyxine B 1mg/mL, Sigma-Aldrich, États-Unis) et un 

témoin néga$f (ACN 60% supplémenté à 0,1% TFA) ont également été déposés sur la gélose. 

Les halos d’inhibi$on se formant autour des puits ont ainsi été observés au bout de 24h 

d’incuba$on.  

2.5.3. Détection des altérines  

Des analyses par UPLC-MS ont permis de détecter les altérines pour les expériences réalisées 

à l’aide du protocole INFOGEST et du modèle TIM-1. Les analyses ont été réalisées sur un 

système de chromatographie (UPLC, Ul$mate 3000, Dionex) couplé à un détecteur ESI qTof en 
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mode posi$f (microTOF-QII, Bruker, États-Unis). Un volume de 20 µL d'échan$llon a été injecté 

sur une colonne EC-C18 (2,7µm 3,0x150mm, Poroshell 120, Agilent) thermostatée à 25°C. La 

sépara$on a été réalisée à un débit de 0,3 mL/min (Tableau 14) selon un gradient d'acétonitrile 

(Biosolve, France) et d'eau acidifiés à l’aide d’acide formique (Biosolve, France). Différentes 

tensions sont appliquées à la source électrospray : une haute tension au niveau du capillaire 

(4,5 kV) et une tension appliquée au niveau du cône (500 V) pour accélérer les ions générés 

vers l’analyseur de masse. Les échan$llons de diges$on sta$que ont été analysés par 

spectrométrie de masse avec une pression de 40 PSI au niveau du nébuliseur, un débit de 

désolvata$on de 12L/min et une température de la source à 200°C. Concernant les échan$llons 

de diges$on dynamique (modèle TIM-1), la pression était de 45 PSI, le débit était de 10L/min 

et la température de 250°C.  

Les paramètres de la source et de détec$on ainsi que l’acidifica$on de la phase mobile ont 

permis la forma$on et la détec$on des ions dichargés et trichargés formés par double et triple 

protona$on des altérines : [M+2H]2+ et [M+3H]3+, détectables en spectrométrie de masse pour 

des valeurs de m/z comprises entre 450 et 500 Da (avec z=2) et entre 300 et 350 Da (avec z = 

3).  

Tableau 14. Gradient d’élution utilisé pour l’analyse de la digestion statique INFOGEST des altérines par LC-
MS/MS. Le gradient évolue de manière linéaire entre les temps indiqués pour atteindre les pourcentages fixés.    

 

 H2O 0,1% AF ACN 0,1% AF 

0 minute 90% 10% 

5 minutes 90% 10% 

23 minutes 72% 28% 

41 minutes 66% 34% 

42 minutes 40% 60% 

44 minutes 40% 60% 

 

Les modes de détec$on pour l’analyse des échan$llons de la diges$on sta$que (INFOGEST) 

et dynamique (TIM-1) étaient le mode full scan et le mode MS/MS automa$que, 

respec$vement. En mode full scan, le quadripôle n’est pas u$lisé et les ions sont directement 

transmis dans le TOF. Dans ce mode, les données ont été collectées sur une plage de masse de 

50 à 1000 m/z avec une vitesse d’acquisi$on de 0,3 Hz. La quan$fica$on rela$ve des altérines 
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a été effectuée en se basant sur les aires sous les pics des m/z correspondant à chaque altérine. 

Pour ce faire, le logiciel DataAnalysis (Bruker Daltonics, États-Unis) a été u$lisé pour générer des 

chromatogrammes d’extrac$on d’ion (EIC). En mode MS/MS automa$que, le quadrupôle est 

ac$f et permet de sélec$onner des ions précurseurs avant de les fragmenter dans la cellule de 

collision. Les paramètres choisis étaient les suivants : jusqu’à 3 ions précurseurs simultanément 

avec un m/z compris entre 300 et 500 et une intensité dépassant 104 unités, exclusion ac$ve 

des ions après 3 spectres de fragmenta$on iden$ques, et libéra$on des ions dans l’analyseur 

TOF après 6 secondes d’accumula$on. Le détecteur de masse a été calibré avant chaque série 

d’analyses par infusion directe d’un mélange d’eau et d’isopropanol (50:50) addi$onné de 2% 

d’acide formique et de 1 mM de NaOH. 
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3. Résultats 

3.1. Digestion des souches de Pseudoalteromonas : dénombrement des bactéries 

viables 

Au début de l’expérimenta$on, 4,14 ± 2,35.106 UFC/mL pour la souche hOe-125, 2,69 ± 

0,66.106 UFC/mL pour hCg-42 et 3,21 ± 0,91.106 UFC/mL pour RA15T ont été dénombrées en 

moyenne. Pour les souches hOe-125 et RA15T, les valeurs obtenues au terme de la phase orale 

sont du même ordre de grandeur avec une légère augmenta$on des concentra$ons en 

bactéries viables de 3,11 ± 1,73.106 UFC/mL et 5,00 ± 1,78.106 UFC/mL, respec$vement. La 

concentra$on en bactéries viables de la souche hCg-42 est également maintenue au terme de 

la phase orale avec une moyenne de 1,13 ± 0,75.108 UFC/mL. Une perte importante des 

bactéries cul$vables a été observée à par$r de la phase gastrique avec un nombre de colonies 

dénombrées inférieur à 50 UFC/mL pour toutes les souches de Pseudoalteromonas confondues 

(Figure 27). 

 

Figure 27. Dénombrement des souches hOe-125, hCg-42 et RA15T lors de la digestion statique INFOGEST. Les 
diBérentes phases en abscisse correspondent à la phase initiale (T0), phase orale (PO), phase gastrique (PG) et 
phase intestinale (PI) de la digestion. 

 





 113 

L’intégra$on des EIC correspondant aux masses des 5 altérines nous a permis de suivre 

l’évolu$on de leur évolu$on au cours des différentes phases de la diges$on (Figure 29 ; Annexes, 

Tableau A3). En effet, 86,9 ± 8,4 % des altérines ini$alement présentes ont été détectées à la 

fin de la phase orale. Enfin, les analyses ne permeYent de détecter que 13,2 ± 3,3% et 1,6 ± 

1,1% des altérines après les phases gastriques et intes$nales, respec$vement. 

 

 

Figure 29. Détection des altérines (%) au sein de chaque phase de la digestion statique par analyses LC-
MS/MS. Les pourcentages sont basés sur l’aire sous la courbe des EIC.   

 

Le suivi par UPLC-MS de la diges$on des altérines à l’aide du protocole INFOGEST nous 

indique donc que la dégrada$on des altérines débute lors de la phase gastrique et est presque 

totale à la fin de la phase intes$nale. Cependant, une ac$vité an$bactérienne a été observée à 

toutes les étapes de la diges$on. Ces résultats sont à compléter avec les analyses des résultats 

du TIM-1, modèle se rapprochant davantage des condi$ons de diges$on humaine in vivo. 

3.2.2. Cinétique de dégradation des altérines : modèle in vitro TIM-1 

L’analyse de la diges$on des altérines (10 mg) sur le modèle TIM-1 a été réalisée à l’aide de 

tests d’ac$vité an$bactérienne et d’analyses d’UPLC-MS. Dans un premier temps, l’ac$vité 

an$bactérienne des altérines est conservée dans tous les compar$ments et à tous les temps de 
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prélèvements (Tableau 16). Ce main$en de l’ac$vité an$bactérienne est cohérent avec ce qui a 

été observé pour le protocole INFOGEST (Tableau 15). Aucun halo d’inhibi$on n’a pu être 

observé pour le TIM-1 contrôle, ce qui indique que ces halos d’inhibi$ons étaient dus à la 

diges$on des altérines. 

Tableau 16. Diamètres des halos d’inhibition (cm) au cours de la digestion des altérines sur le modèle 
dynamique in vitro le TIM-1. Les valeurs obtenues sont indiquées pour les deux réplicats à chaque temps de 
prélèvement (0, 20, 40, 60 et 120 min) pour chaque compartiment (estomac, duodénum, jéjunum, iléon). Les 
résultats sont représentés d’après ces intervalles :  0 < d ≤ 0,3 [-], 0,3 < d ≤ 0,6 [+], 0,6 < d ≤ 0,9 [++], d > 0,9 [+++]. 

 

 Estomac Duodénum Jéjunum Iléon 

0 min +++    

20 min +++ +++ +++ ++ 

40 min  +++ +++ ++ 

60 min  ++ +++ ++ 

120 min  + + + 

 

Dans un second temps, les altérines été détectées par analyses d’UPLC-MS au sein de 

l’estomac durant les 40 premières minutes de la diges$on (Figure 30 ; Annexes, Tableau A4). En 

revanche, à par$r du duodénum, les altérines ne sont plus détectées (Figure 30). Les altérines 

sont donc dégradées dès les 20 premières minutes de diges$on au sein du duodénum. 

Cependant, une ac$vité an$microbienne, corrélée à la diges$on des altérines, avait été 

observée au sein de tous les compar$ments (Tableau 16). Ainsi, une recherche des possibles 

produits de dégrada$on des altérines a permis de détecter deux ions dichargés de m/z 421,60 

et 458,78 (Figure 30D), dont la présence coïncide avec la dégrada$on des altérines dans le 

duodénum (Figure 30B). Ces ions dichargés ont été détectés dans tous les compar$ments 

intes$naux (duodénum, jéjunum, iléon) et étaient propres à la diges$on des altérines car 

absents du TIM-1 contrôle. De plus, ces composés étaient co-élués dans les mêmes gammes de 

temps d’élu$on et de masses que les altérines. 
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bactérienne op$male des souches de Pseudoalteromonas étudiée est de 25°C (à pH 7- 8) pour 

l’espèce ostreae (Cuny et al., 2021) et de 28°C (à pH 7) pour l’espèce rhizosphaerae (Navarro-

Torre et al., 2020) avec des gammes de températures de croissance possibles allant jusqu’à 

32°C pour ceYe espèce, à laquelle appar$ennent les souches RA15T et hCg-42. Il est donc 

possible que la température de la diges$on in vitro de 37°C ait eu un impact sur la croissance 

des cellules bactériennes. De plus, la sensibilité des souches de Pseudoalteromonas au contenu 

gastrique est cohérente avec des études similaires réalisées sur des bactéries lac$ques comme 

Bifidobacterium spp. (Berrada et al., 1991) ou encore Lactobacillus spp. (Venema et al., 2019). 

CeYe perte de viabilité résulterait du pH faible de ce compar$ment ainsi que de la présence de 

pepsine, qui peuvent endommager l’intégrité des cellules bactériennes et ainsi provoquer leur 

lyse (Derrien and van Hylckama Vlieg, 2015). 

4.2. Dégradation des altérines dans l’intestin grêle  

La dégrada$on des altérines a débuté lors de la phase gastrique du protocole INFOGEST mais 

est intégrale à par$r de la phase intes$nale. Plusieurs pep$des an$microbiens comme la nisine 

(Soltani et al., 2022), la microcine J25 (Naimi et al., 2018) ou encore la pédiocine PA-1 (Kheadr 

et al., 2010) sont également par$culièrement sensibles à ceYe phase.  

L’ac$on de la pepsine présente dans le compar$ment gastrique peut expliquer le début de 

la dégrada$on des altérines observée lors de la mise en œuvre du protocole INFOGEST. En effet, 

la pepsine clive  la liaison pep$dique après la leucine (Accardo et al., 2024), acide aminé faisant 

par$e du cycle heptapep$dique des altérines (Figure 31). De plus, la dégrada$on des altérines 

dans l’intes$n grêle et plus précisément au sein du duodénum après 20 minutes de diges$on 

nous indique que les altérines sont par$culièrement sensibles au contenu de ce compar$ment. 

La pancréa$ne, mélange d’enzymes diges$ves dont la trypsine et la chymotrypsine, est présente 

dans le duodénum (Cosofret, 1982). Ces deux enzymes clivent les liaisons pep$diques après les 

résidus d’arginine et de leucine respec$vement (Whitcomb and Lowe, 2007), deux acides 

aminés présents au sein du cycle heptapep$dique des altérines (Figure 31). Il est donc probable 

que la trypsine clive après les acides ß-hydroxy-diaminobutyrique (ß-HO-Dab) et 

diaminobutyrique (Dab). 
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La dégrada$on des altérines pourrait également être causée par un autre élément de la 

pancréa$ne, comme c’est le cas de la microcine J25, 

sensible à l’élastase I (Soltani et al., 2022). La 

présence simultanée de trois enzymes diges$ves 

différentes dans le duodénum peut ainsi expliquer 

une dégrada$on importante des altérines dans ce 

compar$ment.  

D’autre part, la stabilité des altérines jusqu’à ce 

compar$ment de l’intes$n grêle pourrait être 

expliquée par leur structure cyclique (Figure 31) et 

leur faible poids moléculaire (< 1 KDa), deux 

facteurs qui sont corrélés à une bonne stabilité au 

sein du tractus gastrointes$nal (Ahmed et al., 

2022). 

   

4.3. Une activité antibactérienne conservée : eHets potentiels et applications 

Les produits de dégrada$on des altérines démontrent le main$en d’une ac$vité 

an$bactérienne au sein de tous les compar$ments de la diges$on in vitro. Nous avons pu meYre 

en évidence à la fois la baisse de concentra$on des altérines na$ves lors des étapes de la 

diges$on et l’appari$on de nouvelles molécules. Le profil de fragmenta$on de ces produits 

néoformés pendant la diges$on, très proche de celui des altérines na$ves, laisse envisager qu’il 

s’agit de produits de dégrada$on des altérines. Une analyse plus fine reste à mener pour 

préciser leur structure et confirmer ceYe hypothèse. 

Si ceYe hypothèse s’avère être exacte, alors les altérines pourraient moduler le microbiote 

intes$nal, microbiote transitoire et moins stable que d’autres compar$ments du système 

diges$f (Bezkorovainy, 2001). D’autre part, nous savons que les altérines présentent des 

ac$vités an$bactériennes contre des bactéries à Gram néga$f (Desriac et al., 2020). Si les 

produits de dégrada$on des altérines présentent des ac$vités similaires, alors l’impact sur des 

Figure 31. Structure des altérines d’après 
OBret et al., 2022. 
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bactéries à Gram posi$f bénéfiques pour le microbiote intes$nal comme les bactéries lac$ques 

(à Gram posi$f) pourrait être éventuellement limité (Tang et al., 2023).  

5. Conclusion  

L’étude du devenir des souches du genre Pseudoalteromonas et des altérines qu’elles 

produisent dans un système de diges$on in vitro nous a permis pour la première fois de 

caractériser la stabilité de ces bactéries et des altérines. Ainsi, les souches du genre 

Pseudoalteromonas, ont été inac$vées dans l’estomac, même introduites à de fortes 

concentra$ons (106 UFC/mL). Les altérines, en revanche, ont pu conserver une certaine stabilité 

jusqu’au premier compar$ment de l’intes$n grêle, le duodénum. De plus, bien que dégradées, 

ces pep$des ont con$nué à impacter le tractus avec la conserva$on d’une ac$vité 

an$bactérienne.  

Dans un cadre d’u$lisa$on en aquaculture, les souches de Pseudoalteromonas étaient 

inoculées à des concentra$ons finales de 106 UFC/mL dans les bassins et pouvaient être 

détectées dans l’hémolymphe des huîtres à une concentra$on maximale de 103 UFC/mL, 

jusqu’à 4 jours après la balnéa$on (Cuny, 2022). On peut donc supposer que les souches 

n’auront pas d’impact sur le tractus gastrointes$nal humain en cas d’inges$on des huîtres, au 

vu de leur concentra$on mise en entrée du modèle in vitro et de leur dégrada$on rapide. Quant 

aux altérines, ces pep$des n’ont pas été détectés dans l’eau de mer ou l’hémolymphe des 

huîtres lors des balnéa$ons. Le seuil de détec$on étant de 1 µg/mL, il est donc probable qu’en 

cas d’inges$on des huîtres, elles n’auraient pas d’impact sur le tractus gastro-intes$nal. 
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CONCLUSION & PERSPECTIVES 

 

L’inves$ga$on de souches de Pseudoalteromonas productrices d’altérines comme 

probio$que en ostréiculture nous a permis d’évaluer (i) l’innocuité des souches de 

Pseudoalteromonas grâce à des analyses in silico et un essai de diges$on in vitro mais également 

la caractérisa$on (ii) des altérines, avec une étude de leur spectre d’ac$vité an$bactérien et 

leur devenir dans le tractus gastro-intes$nal. Ces premières analyses ont permis l’étude 

d’aspects réglementaires nécessaires à la poten$elle mise sur le marché de ces probio$ques.  

D’autre part, l’exposi$on d’huîtres plates aux différentes souches de Pseudoalteromonas a 

permis de meYre en évidence (i) une incidence des souches sur le microbiote 

hémolympha$que de l’huître plate, sans surmortalité durant l’expérimenta$on mais également 

(ii) la modula$on des communautés bactériennes du biofilm accompagnée d’une réduc$on 

significa$ve de leur biovolume. Enfin, une tendance à l’augmenta$on de l’émission larvaire, au 

terme de la matura$on sexuelle, a pu être observée à la suite de l’exposi$on des huîtres à la 

souche Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-42. Enfin, ces travaux ont également apporté de 

nouvelles connaissances concernant les communautés bactériennes associées à l’élevage de 

l’huître plate Ostrea edulis, et plus par$culièrement au microbiote hémolympha$que de ceYe 

espèce.  

Ces travaux de de thèse ont permis d’illustrer les effets probio$ques des souches de 

Pseudoalteromonas, sur l’huître plate Ostrea edulis, ouvrant des perspec$ves d’u$lisa$on en 

élevage ostréicole.   
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Probiotiques et communautés microbiennes en élevage de l’huître plate 

Les communautés bactériennes associées au microbiote hémolympha$que de l’huître plate 

sont donc modulées à la suite de l’exposi$on à différentes souches de Pseudoalteromonas mais 

il serait également envisageable d’étudier l’effet de ces souches sur (i) d’autres composantes du 

microbiote, (ii) sur les communautés associées à d’autres compar$ments de ce bivalve et 

également sur (iii) l’huître à différents stades de vie.  

Étude des autres composantes du microbiote hémolymphatique 

Le microbiote hémolympha$que des huîtres est en effet un liquide circulatoire abritant de 

nombreuses communautés bactériennes mais également des pro$stes et des virus d’après une 

étude de l’huître creuse Crassostrea gigas (Dupont et al., 2020). Ces différentes communautés 

diffèrent de l’environnement de l’huître et sont modulées par différents paramètres 

environnementaux et également par le génotype de l’hôte : les pro$stes et les virus sont donc 

des indicateurs de condi$ons de vie de l’huître et sont à étudier au même $tre que les 

communautés bactériennes (Paillard et al., 2022). L’analyse de l’incidence des souches de 

Pseudoalteromonas sur les communautés de virus et de protozoaires permeYrait par ailleurs 

d’illustrer les rela$ons entre ces différentes composantes du microbiote (Berg et al., 2020).  

Impact des probiotiques sur d’autres compartiments de l’huître  

L’hémolymphe est un liquide circulatoire exposé aux microorganismes de l’environnement 

(Desriac et al., 2014) et les communautés bactériennes qui lui sont associées peuvent être 

rapidement modulées en cas de changement des condi$ons environnementales (Lokmer et al., 

2016a). CeYe variabilité pourrait expliquer les modula$ons observées en présence des souches 

de Pseudoalteromonas dans le cadre de ce projet de thèse. Cependant, le renouvellement 

constant de l’eau de mer dans les bassins, provoque également un effet sur ce microbiote, et 

par$cipe probablement à limiter l’effet de ces souches. On pouvait en effet s’aYendre à un effet 

plus important des souches de Pseudoalteromonas sur le microbiote, accompagné de 

modifica$ons de la richesse et de la diversité des communautés bactériennes ou encore la 

réduc$on/l’augmenta$on dras$que de certains taxons, comme cela a pu être constaté sur 

d’autres études considérant le microbiote d’huîtres en présence de probio$ques (Stevick et al., 

2019; Takyi et al., 2024).  
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L’étude d’autres compar$ments de l’huître serait alors per$nente afin d’approfondir ces 

premières constata$ons sur le microbiote hémolympha$que. Les communautés bactériennes 

associées aux différents compar$ments de l’huître comme les branchies, le manteau, l’estomac 

et l’hémolymphe sont en effet différentes (Pierce and Ward, 2018) et en lien avec les fonc$ons 

spécifiques de chacun de ces $ssus. Par exemple, les branchies hébergent une part importante 

de symbiontes chez les bivalves (Lokmer et al., 2016b). D’autre part, le tractus diges$f est 

classiquement le compar$ment ciblé lors de l’usage des probio$ques (Verschuere et al., 2000), 

et la modula$on de son microbiote en présence de tels addi$fs a pu être décrite pour 

différentes espèces de poisson en élevage (Vargas-Albores et al., 2021). L’étude des effets des 

souches de Pseudoalteromonas sur les communautés bactériennes associées à l’estomac et aux 

branchies cons$tue donc une perspec$ve pour approfondir l’analyse de ces addi$fs. De plus, 

nous avons observé au cours de ces travaux une présence transitoire des souches de 

Pseudoalteromonas dans l’hémolymphe d’O.edulis. D’autre part, la ques$on de leur 

implanta$on dans les autres compar$ments de l’huître reste en$ère. Des analyses de qPCR 

permeYant de suivre la répar$$on des souches au sein de l’huître pourraient offrir une 

meilleure compréhension de leur ciné$que de colonisa$on et permeYrait ainsi d'ajuster le 

mode d’administra$on de ces souches en op$misant la dose et la durée du traitement. 

Le microbiote de l’huître à diHérents stades de vie 

D’autre part, une étude du microbiote des huîtres adultes a été réalisée, mais il serait 

également per$nent d’observer l’effet de l’exposi$on d’huîtres aux stades juvénile ou encore 

larvaire aux souches de Pseudoalteromonas. Au vu des probléma$ques de mortalités en stade 

larvaire, causées par des bactéries du genre Vibrio en élevage (Takyi et al., 2023), une 

applica$on des souches comme probio$ques sur des huîtres plates au stade larvaire peut être 

en effet envisagée. De plus, les huîtres juvéniles sont par$culièrement touchées par le 

syndrome du POMS chez l’huître creuse (Green et al., 2016) et ont été par$culièrement 

touchées lors des épisodes infec$eux impliquant les parasites Haplosporidium nelsoni et 

Perkinsus marinus  à la fin du XXème siècle (McCollough et al., 2009). L’étude de l’effet des 

souches de Pseudoalteromonas sur les huîtres juvéniles dans une perspec$ve de bioprotec$on 

serait alors envisageable.  
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Évaluation élargie des e:ets probiotiques des souches en élevage ostréicole 

Optimisation de la reproduction 

Une augmenta$on de l’émission larvaire consécu$ve à l’exposi$on des huîtres à la souche 

hCg-42 a été constatée. L’étude de l’influence de ceYe souche probio$que sur différents 

paramètres de reproduc$on de l’huître plate permeYrait d’approfondir ceYe première 

constata$on. Les effets de la souche hCg-42 sur la qualité des gamètes, la féconda$on et la 

viabilité des larves sont à explorer (Cardona-Costa et al., 2010). Enfin, il conviendrait d’observer 

l’influence de ces bactéries probio$ques sur la fixa$on et la métamorphose des larves, autre 

période clé pour l’établissement des naissains, probléma$que importante dans le cadre de 

l’élevage de l’huître plate Ostrea edulis (zu Ermgassen et al., 2023a).  

Réduction du biofilm en bassins aquacoles : mécanismes d’action 

D’autre part, les mécanismes impliqués dans la réduc$on significa$ve du biovolume de 

biofilm dans les bassins aquacoles exposés aux souches de Pseudoalteromonas restent à 

clarifier. L’hypothèse d’une ac$on directe des probio$ques sur le biofilm ne peut être exclue. 

CeYe ac$on est néanmoins peu probable puisque les taxons correspondant au genre et à la 

famille des souches de Pseudoalteromonas n’ont pas été détectés par analyses metabarcoding. 

Des analyses de qPCR permeYant le dosage des souches au sein des biofilms aquacoles 

permeYrait de résoudre ceYe première interroga$on. D’autre part, l’explora$on des effets des 

souches sur le biofilm se formant en bassins aquacoles en l’absence d’animaux d’élevage 

permeYrait d’aller plus loin dans la caractérisa$on de l’ac$vité an$biofilm de ces souches et 

ainsi ouvrir de nouvelles perspec$ves d’applica$on. 

Optimisation de la résistance face à un pathogène : épreuve infectieuse 

Le système immunitaire de différents des invertébrés peut réguler les communautés 

microbiennes en présence (Dantan et al., 2024). Dans ce cadre, l’u$lisa$on de probio$ques 

peut à la fois moduler le système immunitaire de l’hôte et également avoir un effet sur son 

microbiote (Dantan, 2023) : le lien de causalité entre ces deux effets mérite alors d’être étudié.  

Une telle étude serait par$culièrement per$nente en cas d’épreuve infec$euse, permeYant 

d’apprécier l’effet des probio$ques sur la survie de l’huître face à un pathogène. Compte tenu 

des ac$vités an$bactériennes des souches de Pseudoalteromonas étudiées, une analyse des 
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effets de ces souches sur la survie des larves d’Ostrea edulis exposée à une souche de Vibrio 

pathogène (Dubert et al., 2016) serait per$nent (Desriac et al., 2020). 

Essais complémentaires de digestibilité  

D’autre part, le devenir des souches et des altérines qu’elles produisent a pu être établi lors 

d’une diges$on in vitro ; l’étude de l’incidence de ces souches, bien qu’a priori inac$vées, sur le 

microbiote intes$nal humain ouvre la voie à une évalua$on plus approfondie de leur innocuité. 

D’autre part, le suivi de la diges$on d’une huître après balnéa$on avec les souches de 

Pseudoalteromonas permeYrait de se rapprocher davantage des condi$ons d’u$lisa$on des 

souches.  

Participation des altérines à l’e:et probiotique des souches de Pseudoalteromonas 

Les souches de Pseudoalteromonas productrices d’altérines hOe-125, hCg-42 et la souche 

non-productrice RA15T ont présenté des effets similaires en élevage, que ce soit du point de 

vue de la modula$on des communautés bactériennes en présence ou encore de la réduc$on 

significa$ve du biofilm. Par ailleurs, il n'est pas encore établi si les altérines sont effec$vement 

produites par les souches de Pseudoalteromonas dans les condi$ons étudiées. Afin de maîtriser 

les conséquences de l’u$lisa$on des souches de Pseudoalteromonas pouvant produire des 

altérines dans les systèmes aquacoles, différentes études doivent être menées pour :  

- Établir si les mêmes effets que ceux observés dans ce travail de thèse (modula$on des 

communautés bactériennes, limita$on du biovolume de biofilm, plus forte émission 

larvaire) pourraient être constatés lors de balnéa$on avec les mêmes souches, mais 

inac$vées, alors u$lisés en tant que paraprobio$ques (Li and Tran, 2022). 

- Établir si les altérines ont une contribu$on dans les effets observées. L’u$lisa$on de 

souches mutantes, dont le cluster de gènes NRPS (Cuny, 2021) responsable de la 

produc$on des altérines aurait été délété permeYrait de répondre à ceYe interroga$on. 

De plus, développer une méthode sensible de détec$on des altérines à de faibles 

concentra$ons, applicable à la fois à l'environnement et adaptée à la matrice des 

huîtres, offrirait la possibilité de suivre la présence de ces composés dans les condi$ons 

d'élevage et ainsi d'évaluer leur rôle dans l'ac$vité des souches. Les altérines n’ont en 

effet pas été détectées lors de ces travaux de thèse, le seuil de détec$on étant de 1 

µg/mL avec les méthodes employées (Cuny, 2022).  
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Abstract 20 

Biofilms in aquaculture tanks pose significant challenges for the aquaculture field since they 21 

complicate cleaning processes and may harbour bacterial pathogens. We inves$gated the 22 

effects of four different Pseudoalteromonas strains and a control condi$on on the cul$va$on of 23 

the flat oyster, Ostrea edulis, with a par$cular focus on biofilm biovolume within tanks. None of 24 

these treatments resulted in excessive mortality among the flat oysters. The biofilms formed 25 

during the experiment were analyzed using (i) confocal laser scanning microscopy to observe 26 

the biovolume and thickness of the biofilm and (ii) 16S metabarcoding to characterize the 27 

bacterial communi$es in both the biofilm and seawater. Differences in the structure of bacterial 28 

communi$es between biofilm and seawater samples were highlighted and a significant 29 

evolu$on of bacterial communi$es was observed throughout the sexual matura$on period of 30 

the flat oyster. β-diversity analyses demonstrated that each Pseudoalteromonas strain used for 31 
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supplementa$on had a specific influence on microbial communi$es. However, all 32 

Pseudoalteromonas strains significantly reduced the biofilm biovolume without decreasing the 33 

richness or diversity of the resident bacterial communi$es. Therefore, we described a 34 

Pseudoalteromonas paradox in oyster cul$va$on, whereby these strains reduce biofilm 35 

biovolume while maintaining microbial diversity and richness. This finding suggests that 36 

Pseudoalteromonas strains are promising addi$ves or probio$cs for aquaculture, offering 37 

benefits such as reduced cleaning $me and costs, and decreased biocide use. 38 

Keywords: Pseudoalteromonas; biofilms; microbiota; Ostrea edulis; aquaculture. 39 

1. Introduction  40 

One of the main challenges in coming decades will consist of feeding 9 billion people by 2050 41 

in a context of global climate change which is recognized as a fundamental threat to the security 42 

of the food supply (“COP21,” 2015). According to the FAO, aquaculture will play a strategic role 43 

in producing high-quality food, as well as ensuring economically and socially sustainable 44 

development (Petrosillo et al., 2023). In 2022, global fishery and aquaculture produc$on 45 

reached an unprecedented volume of 223.2 million tons (FAO, 2024d). In France, shellfish 46 

farming is the most common form of aquaculture with an oyster produc$on of 80 943 tons in 47 

2021 (FranceAgriMer, 2023). However, in recent years, aquaculture has been nega$vely 48 

affected by mortality events, resul$ng from anthropogenic factors, such as global warming 49 

(Okon et al., 2023), the use of tradi$onal breeding techniques, gene$c selec$on (El-Saadony et 50 

al., 2021; Mar�nez Cruz et al., 2012) as well as microbial diseases (Yang et al., 2021). Bacterial 51 

diseases cause massive mortali$es among vertebrates and invertebrates, responsible for 52 

considerable economic losses in aquaculture. To remedy this, an$bio$cs are widely used in 53 

many countries, as an aYempt to limit the economic risks associated with bacterial infec$ons 54 

(Y. Li et al., 2023). The use of an$bio$cs is nonetheless associated with the emergence of 55 

resistant bacteria (Ghori et al., 2022) which is one of the greatest threats to global health. It is 56 

therefore essen$al to limit or even eradicate the use of an$bio$cs in favor of natural alterna$ves 57 

such as probio$cs (Pereira et al., 2022). Biofilms on aquaculture systems like tank walls can also 58 

act as a reservoir for pathogenic microorganisms such as Vibrio spp. (Cholewińska et al., 2022). 59 

Moreover, the biofilms formed within aquaculture tanks appear to exacerbate the phenomenon 60 

of an$bio$c resistance as they persist and lead to horizontal transfers of an$microbial resistance 61 
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genes (Arunkumar et al., 2020). Biofilm bacterial communi$es seem to play a key role in the 62 

persistence of pathogens in oyster hatcheries (Preena et al., 2020; Schar et al., 2021). 63 

An$biofilm strategies are currently under development to limit the risks associated with 64 

pathogenic bacteria. This can be achieved by modifying abio$c surfaces through an$microbial 65 

pep$de coa$ng (Di Somma et al., 2020), modula$ng communica$on pathways with quorum 66 

sensing inhibitors (Caudal et al., 2023; Rutherford et al., 2011), using dietary supplements such 67 

as phytogenic addi$ves (Ahmadifar et al., 2021) or using probio$cs (Abdel-La$f et al., 2023). 68 

Some of the probio$cs currently used and tested in aquaculture are lac$c acid bacteria, Bacillus 69 

sp., Bifidobacterium, Pseudomonas sp., Streptococcus sp., Saccharomyces cerevisiae or 70 

Pseudoalteromonas sp. (Banu et al., 2020; Devi et al., 2022). These probio$cs are mainly used 71 

to control disease, boost immune response, and provide nutri$onal and enzyma$c 72 

contribu$ons, and could also improve water quality. In this context, marine bacteria belonging 73 

to the genus Pseudoalteromonas are well-known for their biotechnological poten$al, notably 74 

for their ability to produce an$microbial (Offret et al., 2016) and an$biofilm metabolites 75 

(Jouault et al., 2020). Previous studies led to the isola$on of two bacteria from oyster 76 

hemolymph, both belonging to the genus Pseudoalteromonas (Defer et al., 2013; Cuny, 2021). 77 

They were iden$fied as Pseudoalteromonas rhizosphaerae hCg-42 and Pseudoalteromonas 78 

ostreae hOe-125. Both strains produce ca$onic cyclolipopep$des with in vitro an$microbial 79 

ac$vity against Gram-nega$ve bacteria (Offret et al., 2022). Another Pseudoalteromonas strain 80 

named Pseudoalteromonas sp. 3J6, isolated from glass sides immersed in seawater, was used 81 

for its capability to inhibit in vitro the biofilm development of various pathogenic bacteria, 82 

including Vibrio spp. (Rodrigues et al., 2015). In this study, we inves$gated, for the first $me, 83 

the in vivo an$biofilm ac$vity of Pseudoalteromonas strains hCg-42, hOe-125 and 3J6 using 84 

glass slides immersed in the tanks of flat oysters Ostrea edulis with or without weekly bacterial 85 

treatment for 120 consecu$ve days. The Pseudoalteromonas type strain, Pseudoalteromonas 86 

rhizosphaerae RA15T (Navarro-Torre et al., 2020) was used as a biological control. The impact 87 

of Pseudoalteromonas probio$c candidates on biofilm biovolume was monitored over 4 months 88 

using Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM). In addi$on, we assessed the bacterial 89 

communi$es observed in the presence/absence of Pseudoalteromonas strains using a 90 

metabarcoding approach targe$ng the 16S rDNA gene. 91 
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2. Material & methods 92 

2.1. Bacterial strains and growth conditions  93 

Pseudoalteromonas strains hCg-42, hOe-125 and 3J6 were selected to evaluate their 94 

an$biofilm ac$vi$es in vivo. The Pseudoalteromonas hCg-42 and hOe-125 strains were isolated 95 

in France from the hemolymph of healthy wild bivalves, Magallena gigas and Ostrea edulis, 96 

respec$vely (Cuny et al., 2021; Defer et al., 2013b). The Pseudoalteromonas 3J6 strain was 97 

isolated from a glass slide immersed in seawater at a depth of 1 meter for 3 or 6 hours in the 98 

Morbihan Gulf in France (Grasland et al., 2003). Pseudoalteromonas rhizosphaerae RA15T was 99 

used as a control strain (Navarro-Torre et al., 2020). The selected strains were cul$vated in 100 

Marine Broth (MB) medium (Difco™ 2216) at 18°C under agita$on at 100 rpm for 48 h.  101 

2.2. Preparation of Pseudoalteromonas suspensions 102 

Pseudoalteromonas strains were cul$vated from one colony in 200mL Erlenmeyer flasks 103 

containing 20mL of MB, under s$rring at 100rpm for 48h, to yield pre-cultures. These were used 104 

to inoculate 1L of MB medium poured into 2L Erlenmeyer flasks, which were also incubated for 105 

48h under s$rring. First, the bacterial cultures were centrifuged at 7000g for 15 min and the 106 

culture supernatant was discarded. Next, the cellular pellet was resuspended in a 3% sterile Sea 107 

Salts solu$on and then centrifuged at 7000g for 15 min. This washing step was performed twice. 108 

Finally, the bacterial cells were suspended in a 3% sterile Sea Salts solu$on. The bacterial 109 

concentra$on of the Pseudoalteromonas suspensions was determined by bacterial 110 

enumera$on on MB agar plates. Hence, the quan$ty of suspensions poured in tanks during the 111 

experiments was adjusted to reach a 106 CFU/mL concentra$on in the tanks during the 112 

balnea$ons. 113 

2.3. Biological samples  114 

Three-year-old flat oysters (Ostrea edulis (L.), n=650, length=65 to 70 mm) were sampled 115 

from the roadstead of Brest (BriYany, France). They were then transferred into an experimental 116 

aquaculture pla¤orm (CRCBN, Lampaul-Plouarzel). Oysters were acclimated to the 117 

experimental temperature (19°C) by gradually increasing the temperature for 15 days. During 118 

this period, oysters were maintained in flow-through tanks and fed with a mixture of four 119 
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phytoplanktonic species: Cylindrotheca gracilis, Rhodomonas salina, Con8criba weissflogii and 120 

Skeletonema marinoï.  121 

2.4. Experimental design  122 

A¥er 2 weeks of acclima$on, flat oysters (n=100 per experimental condi$on) were 123 

distributed homogeneously in flow-through 300L breeding tanks containing 100L of seawater 124 

(SW) maintained at 19°C. All tanks were aerated, and the seawater was replenished by 20% 125 

every hour. Balnea$on of oysters with Pseudoalteromonas strains (1.106 CFU/mL) was 126 

performed during 4h (no seawater renewal) once a week from December 2022 to March 2023 127 

(Figure 1). Five experimental condi$ons were undertaken using the Pseudoalteromonas strains 128 

RA15T, hOe-125, hCg-42 or 3J6, and a control condi$on consis$ng of the sterile Sea Salts 129 

solu$on. To inves$gate the effects of Pseudoalteromonas strains on biofilm biovolume, 130 

microscope glass slides (76x26mm, MGF) were immersed ver$cally in each tank for each 131 

condi$on (30 glass slides/condi$on).  132 

2.5. Sampling 133 

Biofilm and Sea Water (SW) samples were collected throughout the 4-month experiments. 134 

Every month, a total of five glass slides and 2L of SW were sampled in each tank for analyses. 135 

One side of the glass slide was retrieved using a Cell Scraper (Biologix Europe, Germany) and 136 

the other side used for CLSM analysis. Seawater samples were filtered through a 0.22µm 137 

polycarbonate filter (Whatman, USA). Filters and scraped biofilms were stored at -80°C prior to 138 

DNA extrac$on.  139 

Figure 1. Experimental design of the flat oysters’ maturation at CRC Bretagne Nord 140 
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2.6. Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) 141 

2.6.1. Glass slides treatment and observation  142 

Biofilm observa$ons were performed with a CLSM microscope (Zeiss, LSM710) using a 63x 143 

oil immersion objec$ve. Glass slides were rinsed twice in 3% sterile Sea Salts solu$on and then 144 

dried in the dark at room temperature for 15 minutes. Subsequently, glass slides were stained 145 

with 50μL of 5μM SYTO9 green (Invitrogen – Life Science Technology) and incubated for 5min 146 

at room temperature in the dark. SYTO9 green was excited using a 488-nm filter and 147 

fluorescence emission was detected between 500 and 550nm. For the visualiza$on of three-148 

dimensional (3D) structure, images were acquired every micrometer across the en$re depth of 149 

the biofilm. At least five random images were taken from each of the five replicate glass slides, 150 

yielding a total of 25 image stacks per sampling day. 3D images were obtained and analyzed 151 

using Zeiss Zen Blue 2 lite so¥ware (Zeiss, Germany). Biofilm biovolume was determined with 152 

the COMSTAT so¥ware (Heydorn et al., 2000).  153 

2.6.2. Statistical analyses  154 

Sta$s$cal analyses were performed using RStudio (v2023.12.1). A non-parametric Kruskal-155 

Wallis test was conducted, followed by the Dunn’s mul$ple comparison test to assess sta$s$cal 156 

differences.  157 

2.7. 16S metabarcoding analyses  158 

2.7.1. gDNA extraction and sequencing  159 

Bacterial genomic DNA from biofilm samples and filters was extracted using Qiagen 160 

PowerBiofilm and PowerWater kits, respec$vely, in accordance with the supplier's instruc$ons. 161 

Samples were sent for sequencing and analysis at Genome Québec Innova$on Centre 162 

(Montréal, QC, Canada). The amplicon libraries for each sample were generated using the 163 

forward primer 341F 5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3' and reverse primer 805R 5'-164 

GACTACHVGGGTATCTAATCC-3' (Herlemann et al., 2011b). These primers target the V3-V4 165 

region of the 16S rDNA amplicons. Sequencing was then performed using Illumina MiSeq PE300 166 

(10M reads per sample). 167 
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2.7.2. Microbiota analyses   168 

The fastq files resul$ng from these analyses were then processed using the SAMBA pipeline 169 

v4.0.0 (Noël et al., 2021). SAMBA is a Standardized and Automated Metabarcoding Analysis 170 

Workflow developed by SeBiMER that uses Nex¤low (Di Tommaso et al., 2017) to enable a 171 

reproducible computa$onal workflow. Primers were removed from the obtained sequences 172 

using Cutadapt (Mar$n, 2011) with a 1% error rate. The size of expected amplicons was set to 173 

464 base pairs in the pipeline configura$on. Data was processed with QIIME 2 (v2022.11 ; 174 

Bolyen et al., 2019) and DADA2 (v1.26.0 ; Callahan et al., 2016) to assess the quality of the 175 

sequences, trim and filter the obtained ASVs as well as removing poten$al PCR chimeras.  176 

2.7.3. Statistical analyses  177 

The α-diversity analyses were conducted on RStudio (v2023.12.1.402 ; (Posit team, 2024) 178 

using the plot_richness func$on from the phyloseq package (McMurdie and Holmes, 2013). The 179 

Chao1, Shannon, and Inverse Simpson indices were calculated to assess the richness and 180 

diversity of samples under different treatments (exposures to bacterial strains within various 181 

tanks). An analysis of variance (ANOVA) was performed on these results using the anova_test 182 

func$on from the rsta$x package (Kassambara, 2020). Beforehand, the normality and the 183 

homogeneity of variances were assessed using the Shapiro-Wilk and Levene sta$s$cal tests 184 

from the package rsta$x. Regarding rela$ve abundance analysis, only ASVs accoun$ng for 99.6% 185 

of the total abundance in the samples were kept for analysis. The data were normalized using 186 

the Cumula$ve Sum Scaling method (CSS ; Paulson et al., 2013) to allow comparison between 187 

samples in the context of ß-diversity analyses. A graphical representa$on (Principal Coordinate 188 

Analysis - PCoA) was generated using Bray-Cur$s distance to observe differences between 189 

bacterial communi$es. The influence of the different sampling groups (seawater and biofilm) 190 

and various condi$ons was assessed through a permuta$on-based analysis of variance 191 

(PERMANOVA) using the adonis2 func$on from the vegan package (Oksanen et al., 2015). 192 

Differen$al abundance was studied with the MicrobiotaProcess package (Xu et al., 2023).  193 
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3. Results 194 

3.1.  Sequencing data information 195 

A¥er demul$plexing, 6 838 523 sequence reads were used for analyses. A mean of 53 848 196 

sequences per sample (n=120) was observed. From these sequence reads, 13 383 ASVs were 197 

inferred via the SAMBA pipeline and 7069 remained a¥er clustering (52.8%). Biofilm samples 198 

(6523 ASVs) and seawater samples (1455 ASVs) shared 909 iden$cal ASVs. Rarefac$on curves 199 

showed that the number of ASVs reach a plateau for a low sampling depth (Supplementary 200 

Data, Figure S1). Hence, the sequencing depth can be regarded as sufficient to fully explore the 201 

diversity of ASVs. 202 

3.2. Bacterial structuration of oyster environment 203 

3.2.1. Divergent community structure between seawater and biofilm samples  204 

During the experimenta$on, bacterial communi$es from biofilms showed significantly 205 

higher richness and diversity than those from seawater (Observed richness ANOVA test, p-value 206 

< 0.001; Shannon index ANOVA test, p-value< 0.001; Supplementary Data, Table S1). Indeed, 207 

343 ± 76 ASVs were found in biofilm samples against 203 ± 73 ASVs for seawater samples 208 

whatever the condi$ons (Supplementary Data, Figure S2). Regarding diversity, the Simpson 209 

Inverse index was 67.7 ± 30.5 and 27.9 ± 11.55 for biofilm and seawater samples, respec$vely. 210 

ß-diversity analyses (Figure 2) also showed that the shaping of microbial communi$es 211 

significantly differed according to the sample origin (Biofilm vs seawater, PERMANOVA test, R2= 212 

0.1556, F=21.744, p-value=0.001). 213 

 214 
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 215 

Figure 2. Principal Coordinate Analysis (PCoA) using Bray-Curtis distance for bacterial communities 216 
from biofilm (green) or seawater (blue). Ellipses are drawn at a 95% confidence level for a multivariate t- 217 
distribution. 218 

 219 

3.2.2. Temporal dynamics of bacterial environmental communities 220 

The evolu$on of biofilms formed within the tanks was measured over the 4-month sexual 221 

matura$on of the flat oyster Ostrea edulis. Bacterial communi$es from biofilm were 222 

significantly enriched with new ASVs throughout the matura$on (Observed richness ANOVA 223 

test, p-value < 0.001; Supplementary Data, Figure S3), while no significant enrichment was 224 

observed for seawater samples. For example, the bacterial community from the biofilm formed 225 

in the experimental control tank consisted of 267 ± 35 ASVs in the first month of the experiment, 226 

which increased to 419 ± 47 ASVs in the fourth month. Enrichment was observed for bacterial 227 

communi$es of all biofilm samples, treated or not with Pseudoalteromonas strains. On the 228 

other hand, ß-diversity analyses have revealed a significant shi¥ in the structure of microbial 229 

communi$es between all sampling $mes (PERMANOVA test, R2=0.30, F=13.54, p-value= 0.001). 230 

This shi¥ing appeared for both biofilm and seawater samples (Figure 3). 231 

 232 



 166 

 

Figure 3. PCoA of time eSect on biofilm (A) and seawater (B) bacterial communities (M1 = yellow, M2 233 
= orange, M3 = light red, M4 = dark red). Ellipses were drawn at a 99% confidence level for a multivariate t-234 
distribution. 235 

 236 

3.2.3. Di_erential taxonomic composition in biofilm versus seawater samples 237 

Bacterial communi$es differed between biofilm and seawater samples, with differences in 238 

(1) the nature of the ASV observed and (2) their rela$ve abundances. ASV (rela$ve abundances 239 

> 0.4% of total sequences) found in biofilm and seawater (Figure 4) belonged to four phyla: 240 

Proteobacteria, Planctomycoteta, Bacteroidota and Fibrobacterota. ASVs affiliated to the phyla 241 

Proteobacteria were the most abundant in the bacterial communi$es of all samples from 242 

biofilm (78%) and seawater (71%). It is also noteworthy to observe that the phyla Bacteroidota 243 

and Fibrobacterota were found in seawater at higher rela$ve abundances (11% and 8%, 244 

respec$vely) than in biofilms (1% and 0.2%). The difference in rela$ve abundance between 245 

biofilm and seawater was hence observed at the phylum level, and it was also noted at the 246 

family level. For example, the Rhodobacteraceae family is dominant in biofilm bacterial 247 

communi$es, with an average rela$ve abundance of 53%, all treatments combined (control 248 

included), which is not the case for seawater samples.  249 

 250 
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 251 
Figure 4. Relative abundance (%) of the major ASVs found in biofilm and seawater samples combining 252 

all experimental conditions. ASVs with relative abundance over 99.6% are represented at the family 253 
taxonomic rank. 254 

3.2.4. Di_erential taxonomic abundances throughout the 4-month experiment 255 

Changes in taxonomic rela$ve abundances were also observed within biofilm and seawater 256 

microbial communi$es for each sampling month. A gradual increase of the rela$ve abundance 257 

of the family Phycisphaeraceae amongst biofilm samples was no$ced, with a 0.02%, 0.8%, 6.4% 258 

and 15.7% rela$ve abundance score throughout the 4-month experiment. A brutal increase of 259 

the rela$ve abundance of the family Chi8novibrionaceae (28.9%) was observed in seawater 260 

samples at month 4 (M4) (Figure 4). Differen$al abundance analysis was performed to obtain 261 

further details on biofilm bacterial communi$es structura$on. Using a LDA score 262 

(Supplementary Data, Figure S4), the taxa contribu$ng to the monthly evolu$on of biofilm 263 

bacterial communi$es were highlighted. Most specific taxa belonged either to the first or the 264 

fourth month of the experiment, underlining the fact that these months were the most 265 

dissimilar. These observa$ons are consistent with the conclusions drawn from Figure 3 and 266 

Figure 4. The Rhodobacteraceae family was associated with the first month of the experiment 267 

with an elevated LDA score of 4.44. Other taxa were linked to the fourth month: the 268 

Acidimicrobiia class, the Microtrichales order and the Ac8nobacteriota phylum, with a LDA score 269 

of 3.90. 270 

Fibrobacterota 

Bacteroidota 

Planctomycetota 

Proteobacteria 
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3.3. Modulation of biofilm structure induced by Pseudoalteromonas supplementation  271 

3.3.1. Impact on microbial communities 272 

The microbial communi$es of all biofilms formed under different condi$ons (with or without 273 

the addi$on of Pseudoalteromonas strains) depended on the sampling month and were also 274 

affected by the Pseudoalteromonas treatment. ß-diversity analyses indicated a modula$on of 275 

biofilms microbial communi$es by Pseudoalteromonas strains treatment as early as the first 276 

month of the experiment (PERMANOVA test, R2=0.455, F=4.17, p-value=0.001). Indeed, 5 277 

dis$nct ellipses represented each treatment during analysis (Figure 5). 278 

 279 

Figure 5. Principal Coordinate Analysis (PCoA) using Bray-Curtis distance for biofilms formed after the 280 
first month of the experiment. Ellipses are drawn at a 95% confidence level for a multivariate t-distribution. 281 

 282 

The effect of Pseudoalteromonas treatment on the bacterial communi$es of biofilm was 283 

evidenced throughout the matura$on with a significant PERMANOVA analysis for each month 284 

(Supplementary Data, Table S2). Differen$al abundance analysis was once again performed to 285 

assess biomarkers linked to each treatment. Results (Supplementary Data; Figure S5) showed 286 

that most biomarkers were linked to the 3J6 treatment. Planctomycetota were linked to the 3J6 287 

strain (4.49) as well as the Pirellulaceae family (4.34). The hCg-42 treatment seemed to contain 288 

a higher propor$on of Proteobacteria with a mean LDA score of 4.54. The OM190 clade, part 289 

of the Planctomycoteta phylum, was associated with the RA15 experimental condi$on with a 290 
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mean LDA score of 3.68. The hOe-125 strain and control condi$ons did not show any specific 291 

biomarker in our analysis.  292 

3.3.2. Biofilm biovolumes exposed to Pseudoalteromonas strains 293 

The biovolume of the biofilm formed during the matura$on was also recorded each month. 294 

The weekly balnea$on with the various Pseudoalteromonas strains resulted in a significant 295 

reduc$on of the biofilm biovolume (Figure 6) throughout the oyster matura$on.  296 

 297 

Figure 6. Violin boxplot of the biovolume of the biofilms formed depending on the treatment for all 298 
sampling times. Medians values were indicated with a circle for each boxplot. A non-parametric Kruskal-299 
Wallis test was conducted, followed by post-hoc Dunn testing, the results of which are depicted in this 300 
figure. Significative codes: p-value = [0, 0.0001] (****), p-value = [0.0001, 0.001], p-value = [0.001, 0.01] (**).  301 

 302 

Indeed, as an average for the whole experimenta$on, a median biovolume value of 0.776 ± 303 

1.145 µm3/µm2 is obtained for the control condi$on. The biovolume was significantly reduced 304 

for three Pseudoalteromonas strains treatments: 0.221 ± 0.331 µm3/µm2 (RA15), 0.230 ± 0.429 305 

µm3/µm2 (hOe-125) and 0.310 ± 0.409 µm3/µm2 (hCg-42). However, the 3J6 strain treatment 306 

showed a non-significant biovolume reduc$on with a mean value of 0.328 ± 0.459 µm3/µm2. 307 

These analyses were determined from biofilm images taken by CLSM (Figure 7). 308 

 309 

 310 
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various aqua$c environments, such as seawater, freshwater, and aquaculture hatcheries (Briand 338 

et al., 2022; Malazarte et al., 2022; Remple et al., 2021).  339 

All of these dissimilari$es could be explained by selec$ve pressure, different environmental 340 

factors (Remple et al., 2021) and the ability of bacterial communi$es to form biofilms (Sharma 341 

et al., 2023). Seawater and biofilm bacterial communi$es are indeed influenced by 342 

environmental factors such as temperature, dissolved oxygen, light intensity and salinity (Salta 343 

et al., 2013; Tsuchiya et al., 2011). Interac$ons amongst microorganisms within the biofilm 344 

matrix also seem to facilitate metabolic coopera$on which may lead to a more stable 345 

environment for bacterial communi$es (Dang and Lovell, 2002).  346 

4.2. Temporal evolution of biofilm and seawater bacterial communities 347 

Temporal dynamics were observed in the structuring of bacterial communi$es in seawater 348 

and biofilms. Such dynamics have already been described in the study of aquaculture tank 349 

seawater of the blue shrimp larvae, Penaeus stylirostris, with significant daily varia$ons (Callac 350 

et al., 2022). Moreover, seasonal impacts on the bacterial communi$es in the seawater used 351 

to supply aquaculture tanks could explain the dynamics observed in our experiment. Indeed, 352 

certain bacterial communi$es such as the class Flavobacteria can exhibit high abundances 353 

during periods of rapid and dense phytoplankton prolifera$on (Matsumoto et al., 2021). It was 354 

also shown that other communi$es, e.g. the SAR11 clade, are significantly more abundant when 355 

there is a low nutrient availability.  356 

A modula$on of biofilm bacterial community structuring over $me has also been observed 357 

during the matura$on of Ostrea edulis as well in open sea environments (Briand et al., 2022) 358 

and algaculture tanks (Remple et al., 2021). Biofilms formed during the matura$on of Ostrea 359 

edulis showed an increased richness index over$me, corresponding to an increased number of 360 

dis$nct ASVs. However, no significant changes were observed regarding diversity (α-diversity 361 

analyses). This observa$on was consistent with other biofilm bacterial communi$es studies 362 

observing the same phenomenon regarding not only richness but also diversity (Briand et al., 363 

2022; Malazarte et al., 2022). Moreover, it appears that environmental biofilms harbored a 364 

succession of bacterial communi$es associated with different stages of biofilm biovolume in 365 
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marine environments: these varia$ons have been observed over short (Dang and Lovell, 2002) 366 

as well as prolonged periods (Briand et al., 2022; Malazarte et al., 2022). 367 

4.3. Modulation of biofilm by Pseudoalteromonas strains: potential applications 368 

The weekly balnea$on with Pseudoalteromonas strains resulted in a significant reduc$on of 369 

biofilm biovolume formed during a 4 month-long sexual matura$on of Ostrea edulis. Such 370 

natural treatments may be advantageous for the aquaculture sector, as biofilm presence 371 

remains an ecological and economic issue (Wietz et al., 2009a). This biofilm reduc$on could 372 

have been associated with a significant reduc$on of specific taxa, resul$ng in a reduced specific 373 

richness and diversity of the bacterial communi$es. It was indeed observed that bacterial 374 

communi$es structures were impacted by the presence of the strains. However, this 375 

structura$on was surprisingly not accompanied by a modifica$on of the richness nor diversity 376 

of the bacterial communi$es. Therefore, adding the strains to the tanks did not seem to affect 377 

the presence of ASVs belonging to specific phyla or families. One could have expected an ac$on 378 

of the strain against specific bacteria, especially against pathogens such as those belonging to 379 

the family Vibrionaceae which could cause mortality events in aquaculture (Arunkumar et al., 380 

2020).  381 

By limi$ng the volume of biofilm formed in the tanks, the use of Pseudoalteromonas could 382 

be beneficial for the aquaculture sector. In the same way, this biovolume reduc$on was not 383 

associated with a modifica$on of bacterial communi$es richness and diversity (Luo et al., 2022). 384 

It also appeared that biofilm reduc$on was significant with all Pseudoalteromonas strains except 385 

Pseudoalteromonas sp. 3J6. Furthermore, the an$biofilm ac$vity observed in vivo with the 386 

three other strains suggests that this reduc$on is not linked to the use of a specific strain.  387 

As the sequencing method does not allow us to discriminate between the species in 388 

presence, many hypotheses can be put forward to explain the phenomenon observed. Amongst 389 

those hypotheses, one can think of compe$$on with biofilm-forming bacteria for nutrient 390 

availability (Dsouza et al., 2024) or quorum quenching ability which can prevent the forma$on 391 

of the biofilm (Brackman et al., 2011). Nevertheless, it is paradoxical to note that the regular 392 

addi$on of bacteria to an oyster farm results in a reduc$on in the biofilm formed, without 393 

altering its richness.  394 
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5. Conclusion 395 

The present study demonstrated that the weekly addi$on of certain bacteria from the genus 396 

Pseudoalteromonas significantly reduced biofilm biovolume without affec$ng the diversity and 397 

richness of the biofilm microbial communi$es. The mechanisms behind this paradox may 398 

involve not only the specific strains used but also the host's microbiota, the host itself, or the 399 

en$re holobiont. Regardless, Pseudoalteromonas strains seem to act as biological agents that 400 

modify environmental bacterial communi$es without causing significant mortality. Given the 401 

tangible benefits, including reduced cleaning $me and costs, and for the environment, through 402 

decreased biocide use, these strains could find applica$ons in aquacultures as produc$on 403 

addi$ves or even probio$cs in aquaculture. 404 
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10. Supplementary data  425 

 426 

 427 

Figure S1. Rarefaction curve of all biofilm and seawater samples (n = 120) used in this study. 428 

 429 

 430 

Table S17. Analysis of Variance (ANOVA) test comparing sampling groups for diSerent α-diversity measures.  

Measure Effect DFn 
DFd F P-value 

Observed Sampling group 1 
117 59.35 4.7x10-12 

Chao1 - 1 
117 59.333 4.73x10-12 

Shannon - 1 
117 69.759 1.56x10-13 
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 431 

 432 

Figure S2. α-diversity measures comparing biofilm and seawater samples. The Chao1 index shows a 433 
good coverage of the samples richness.  434 

 435 

 436 

  437 

Simpson inverse - 1 
117 32.584 8.78x10-8 
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 438 

Figure S3. Observed richness in biofilm samples for each month and in all tanks.  439 

 440 

Figure S4. LDA analysis displaying biomarkers of each sampling month of biofilms. Firstly, a Kruskal-441 
Wallis and Wilcoxon tests were applied, filtering the taxa displaying a significant relative abundance score 442 
(p-value < 0.01). The LDA score was calculated on the filtered taxa to assess their impact on microbial 443 
communities structuration.  444 

 445 

 446 

Table S18. Permutational analysis of variance (PERMANOVA) to test the impact of strains on biofilms 447 
formed for each month of the experiment using the Bray-Curtis distance. Significative P-values are bolded. 448 

 449 

 450 

Month Effect Df 
Sum of Sqs R2 F P-value 

M2 Treatment 4 
3.5304 0.67637 10.45 0.001 

M3 - 4 
2.2200 0.4831 4.4394 0.001 

M4 - 4 
2.9243 0.54235 5.9255 0.001 
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 451 

Figure S5. LDA analysis displaying biomarkers found in biofilms of each treatment in the first month of 452 
the experiment. Firstly, Kruskal-Wallis and Wilcoxon tests were applied, filtering the taxa displaying a 453 
significant relative abundance score (p-value < 0.01). The LDA score was calculated on the filtered taxa to 454 
assess their impact on microbial communities structuration. 455 

 456 

 457 

  458 

 459 

 460 

 461 

 462 

 463 

 464 

 465 
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Figure A2. Scans en électrospray positif et chromatogrammes des ions totaux de chaque altérine purifiée par RP-HPLC. Les ions dichargés détectés correspondent aux 
ALT-970, ALT-940, ALT-952, ALT-984, ALT-954 et ALT-980, respectivement.  
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Figure A3. Structure des isoformes d’altérines purifiées : ALT-952 (A), ALT-954 (B), ALT-970 (C), ALT-980 (D), ALT-984 (E) d’après OBret et al., 

2022, réalisées sur MarvinSketch (24.3.0 ; Chemaxon, 2024). 
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ANNEXES CHAPITRE 2 

 

 

Tableau A1. Analyse de la variance par permutations (PERMANOVA) observant l’impact des conditions 
expérimentales au cours des diBérents mois de la maturation sur le microbiote hémolymphatique des huîtres 
plates. La distance de Bray-Curtis est utilisée pour mesurer les dissimilarités. 

  

 

Mois de la maturation DF Sum of Squares R2 F P-value 

M1 4 1,7155 0,1797 1,8621 0,001 

M2 4 1,8490 0,1769 1,8806 0,001 

M3 4 2,1833 0,2266 2,5636 0,001 

M4 4 1,8473 0,1870 1,7246 0,001 

Figure A5. Mesures d’α-diversité pour les échantillons d’hémolymphe, de biofilm et d’eau de mer 
pour la condition contrôle au cours des 4 mois d’expérimentation (M1 à M4). La richesse observée 
(Observed) et la diversité (Shannon) sont ici représentées. Les valeurs moyennes sont symbolisées 
par un triangle. Les analyses statistiques (test de Tukey) sont indiquées avec le code suivant pour les 
valeurs de p-value : p-value = [0,01 ; 0,05] (*).  
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Figure A6. Analyse LDA identifiant les biomarqueurs associés aux communautés bactériennes du biofilm de 
chaque condition expérimentale, prélevés le premier mois de la maturation.  

 

  

Mois de la maturation DF Sum of Squares R2 F P-value 

M2 4 
3,5304 0,67637 10,45 0.001 

M3 4 
2,2200 0,4831 4,4394 0.001 

M4 4 
2,9243 0,54235 5,9255 0.001 

Tableau A2. Analyse de la variance par permutations (PERMANOVA) observant l’impact des conditions 
expérimentales au cours des diBérents mois de la maturation sur les biofilms formés. La distance de Bray-Curtis est 
utilisée pour mesurer les dissimilarités.  
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Figure A7. Test antimicrobien des échantillons de la digestion INFOGEST. Les témoins positifs et négatifs sont 
indiqués avec le signe T+ et T– respectivement. Les diBérentes phases de digestion sont ainsi décrites : 
ALTÉRINES = phase initiale, ORAL = phase orale, GASTRIQUE = phase gastrique, INTESTINAL = phase intestinale. 

 
Tableau A3. Aires obtenues pour chaque altérine analysée en spectrométrie de masse détectée au cours de 

diBérentes phases de digestion statique INFOGEST. 

 

 

926 Da 970 Da 940 Da 954 Da 980 Da

Échantillon m/z 464.29 m/z 486.3 m/z 471.30 m/z 478.3 m/z 491.31

T0 BLANC ND ND ND ND ND

T1 T0 ALTs 1,44E+07 5,37E+06 8,63E+06 2,23E+07 1,52E+07

T2 T0 ALTs 1,70E+07 6,15E+06 9,99E+06 2,47E+07 1,80E+07

T3 T0 ALTs 1,47E+07 5,35E+06 8,90E+06 2,21E+07 1,51E+07

PO BLANC ND ND ND ND ND

T1 PO ALTs 1,56E+07 5,56E+06 8,93E+06 2,00E+07 1,22E+07

T2 PO ALTs 1,71E+07 5,94E+06 8,83E+06 2,12E+07 1,17E+07

T3 PO ALTs 1,33E+07 4,63E+06 7,41E+06 1,71E+07 9,07E+06

PG BLANC ND ND ND ND ND

T1 PG ALTs 2,63E+06 1,05E+06 1,50E+06 2,96E+06 1,28E+06

T2 PG ALTs 1,88E+06 7,73E+05 1,18E+06 2,35E+06 1,01E+06

T3 PG ALTs 2,42E+06 1,91E+06 1,54E+06 3,15E+06 1,43E+06

PI BLANC ND ND ND ND ND

T1 PI ALTs 7,40E+04 5,85E+04 7,09E+04 2,41E+05 1,36E+05

T2 PI ALTs 3,61E+05 2,87E+05 3,59E+05 7,90E+05 4,79E+05

T3 PI ALTs 1,63E+05 1,01E+05 1,29E+05 1,98E+05 9,44E+04
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Tableau A4. Aires obtenues pour chaque altérine analysée en spectrométrie de masse détectée au cours de 
diBérentes phases de digestion dynamique, le TIM-1. 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

926 Da 970 Da 940 Da 954 Da 980 Da

Échantillon m/z 309.86 m/z 324.54 m/z 341.53 m/z 319.21 m/z 327.88

ALTs1 0 S 2,86E+05 1,19E+05 1,83E+05 4,77E+05 3,20E+05

ALTs2 0 S 1,70E+06 3,67E+05 6,25E+05 5,13E+05 1,61E+05

ALTs1 20 S 9,11E+06 3,76E+06 5,26E+06 1,42E+07 1,52E+07

ALTS2 20 S 4,01E+06 8,11E+05 1,25E+06 1,11E+06 4,14E+05
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