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Résumé

Au cours de ce travail, d’évaluation des risques chimiques et microbiologiques de la chaine
alimentaire des larves de daurade royale en milieu aquacole, nous avons déterminé les
concentrations létales (LCsp) du Cadmium (Cd), du Cuivre (Cu) et du Nickel (Ni) chez les
copépodes calanoides Eurytemora affinis. Nous avons ensuite quantifié, par voie d’entrée
dissoute de ces métaux seuls et en mélange, la bioaccumulation dans ces organismes. Le
copépode calanoide E. affinis accumulent le Cd, le Cu et le Ni et par conséquent pourraient
étre utilisé comme indicateur biologique dans des études de biosurveillance pour I'évaluation
des risques environnementaux. L’étude de la diversité microbienne de la chaine trophique
(’eau de mer, les micro-algues et les copépodes) des larves de daurade a conduit a 1’isolement
de 434 isolats bactériens dont 246 ont été positivement identifiés par MALDI-TOF-MS.
Parmi les especes identifiées, Vibrio anguillarum, V. alginolyticus, Bacillus cereus,
Pseudomanas anguilliseptica, P. putida, Staphylococcus epidermidis et S. hominis sont des
pathogénes des poissons. Cependant, cing souches non pathogénes de B. pumilus (nommées
18 COPS, 35A COPS, 35R COPS, 38 COPS et 40A COPS) montrent une activité antagoniste
contre certaines souches pathogénes précédemment citées. La souche B. pumilus 35R COPS
produit deux classes de composés antimicrobiens de type peptides non-ribosomaux : des
surfactines mais aussi les amicoumacines A et B et les phosphoamicoumacines A et B
identifiées et caractérisées par le couplage des techniqgues MALDI-TOF-MS et HPLC-
MS/MS. La souche B. pumilus 38 COPS, quant-a-elle, produit également des membres de la
famille des surfactines mais surtout une bactériocine appartenant a la famille de la circularine
Al/uberolysine. L’analyse, par des outils bio-informatiques in silico, des génomes de ces
souches révele la présence de clusters de génes codant pour les surfactines et les
amicoumacines et un géene ribosomique codant une bactériocine appartenant a la famille de la

circularine A/uberolysine.

Mots clés : Amicoumacine, Circularine, Bioaccumulation, Cadmium, Cuivre, Nickel,
Copépode, Eurytemora affinis, Acartia Tonsa, Daurade royale, MALDI-TOF-MS,
Bacillus, Bacillus pumilus, Staphylocuccus, Vibrio, Vibrio anguillarum.
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Abstract

This work aimes at evaluating the chemical and microbiological risks associated with the
larval food chain from seabream. Therefore, we have determined the lethal concentrations
(LCsp) of Cadmium (Cd), Copper (Cu) and Nickel (Ni) in Eurytemora affinis calanoid
copepods. Then, we quantified, through the dissolved entry way of these metals either alone
or in combination. The E. affinis copepods appeared to accumulate Cd, Cu and Ni and
therefore could be used in the bio-monitoring studies for assessing the environmental risks.
The microbial diversity study undertaken on the trophic chain (seawater, microalgae and
copepods) of seabream larvae permitted isolation of 434 bacterial isolates and 246 isolates
were positively identified by MALDI-TOF-MS technology. The bacterial species identified
included notably, Vibrio anguillarum, V. alginolyticus, Bacillus cereus Pseudomanas
anguilliseptica, P. putida, Staphylococcus epidermidis and S. hominis, whixh are considered
as fish pathogens. On the other hand, five non-pathogenic strains included B. pumilus as
strains 18 COPS, 35A COPS, 35R COPS, 38 COPS and 40A COPS which displayed
antagonistic activities, against towards some pathogenic species. To be noted that antagonistic
strain B. pumilus strain 35R COPS is able to produce two non-ribosomal antimicrobial
peptides (NRPS), which are surfactins and amicoumacins A and B as phospoamicoumacins A
and B based on MALDI-TOF-MS and HPLC-MS/MS data. Moreover, B. pumilus 38 COPS
was characterized as antagonistic stain producing neverthemless, a surfacine (NRPS family)
and concomitantly a bacteriocin belonging to the circulatin A/ub erolysin family. The in silico
analyses of their genome revealed the presence of gene clusters coding for the surfactin- and
amicoumacin-families and a ribosomal gene encoding a bacteriocin belonging to the

circularin A/uberolysin bacteriocin family.

Key words: Amicoumacin, Circularine, Bioaccumulation, Cadmium, Copper, Nickel,
Copépod, Eurytemora affinis, Acartia Tonsa, Daurade royale, MALDI-TOF-MS,
Bacillus, Bacillus pumilus, Staphylocuccus, Vibrio, Vibrio anguillarum, Vibrio

alginolyticus.
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Liste des Abréviations

Abreéviations géenérales

A: adénylation

ACN: acétonitrile

ACP: protéine porteuse d'acyle

ADN: Acide DésoxyriboNucléique

ADNTYr: ADN ribosomal

AMP: Antimicrobial Peptide (Peptide Anti-Microbien)
ARN: acide ribonucléique

AT: acyltransférase;

BP1I: base peak intensity chromatogram

BTS: Bacterial test standard

C: module de condensation;

CCK: reactif Cholécystokinine

Cd: cadmium

CL50: concentration létale 50

CMI: concentration minimale inhibitrice
COPS: copépodes

Cu : cuivre

Da : Dalton

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's medium
E: épimérase;

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique
EMB : Eau de mer brut

EMNAC : eau de mer de cuve

EMNA : eau de mer nausica

EMFB : eau de mer filtrée biologiqguement
EMTR : eau de mer du tanc de reserve

FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations
HCCA : Acide a-cyano-4-hydroxycinnamique
HPLC : high pressure liquid chromatography

ICP-AES : spectrométrie d'émission atomique a plasma couplé par induction
X
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Ind mI™: Individu par millilitre:

KR : cétoréductase

KS : cétosynthase

LASIR : Laboratoire de spectrométrie Infrarouge et Raman
LC50 : Concentrations létales

LOG : Laboratoire d’Océanologie et de Géoscience,

IX. : Lux (unité de mesure de I'éclairement lumineux).

m/z: masse/ charge

MALDI-TOF-MS: Matrix Assisted Laser Desorption lonization- Time of Flight- Mass
spectrometry
Min : minute

pl: micro litre

mL : millilitre

Mt : Millons de tonnes

MT: métallothionéines

NaCl: Chlorure de sodium

Ni: Nickel

NRP: Non Ribosomal Peptide (Peptide non ribosomique)

NRPS: non rebosomal peptide synthase

OMS/WHO: Organisation Mondiale de la Sante / Worldwide Health Organization
ORF: open reading frame

OTU: Operational Taxonomic Unit (Unité Taxonomique Opérationnelle)
Pb : plomb

PBS : Tampon phosphate salin

PCP : protéine porteuse de peptidyl.

PCR : Polymerase Chain Reaction

pH : Potentiel Hydrogene

PKS: poly kedide synthase

PSU : Unité de salinité pratique, de 1’anglais practical salinity unite
QPS : Qualified Presumed Safe (Qualifié Présumé Sar)

REP : Repetitive Element Palindromic (Elément palindromique répété)
rpm: rotations per minute

TFA: tri fluro acid

TIC: total ion chromatogram

Xiv
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UFC: Unité Formant Colonie
UV : ultra Visible

Abréviations taxonomiques

A. tonsa: Acartia tonsa

E. affinis: Eurytemora affinis

B : Brachionus

B: Bacillus

E: Escherichia

S: Staphylococcus

V: Vibrio

P: Pseudomonas

SARM: Staphylococcus aureus Resistant au Methicillin

sp.: one specie of the genus
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Introduction

Contexte de la thése

A T’heure actuelle, le poisson constitue une source alimentaire importante pour ses qualités
nutritionnelles précieuses. Selon les recommandations de I’American Heart Association
(www.heart.org), il est nécessaire de consommer du poisson au moins deux fois par semaine
pour satisfaire I'apport quotidien en acides gras a longues chaines de type omeéga-3 qui
contribuent a la prévention des maladies cardiovasculaires (Kris-Etherton et al., 2002 ;
Hastein et al., 2006). Le poisson est une source riche en i) acides gras insaturés, ii) protéines
de grande qualité contenant tous les acides aminés indispensables, iii) minéraux essentiels

notamment le calcium, I’iode, le fer et le sélénium et iv) en vitamines (D, A et B).

Ces derniéres deécennies, la consommation mondiale de poisson a progressé partout dans le
monde, aussi bien dans les pays développés que dans les pays en voie de développement.
Selon les estimations de I’Organisation des Nations Unies pour 1’Alimentation et
I’ Agriculture (FAO), celle-ci a franchi la barre des 20 kg par habitant. Cependant, cette forte
progression n’aurait pas eu lieu sans 1’augmentation de la production aquacole avec un

tonnage record de 80,0 millions de tonnes pour I’année 2016 (FAO, 2018).

Ainsi, pres de 598 espéces sont élevées en milieu aquatique contrdlé, pour assurer la sécurité
alimentaire et la qualité nutritionnelle de ces dernieres. Les espéces eélevées sont
principalement des mollusques (conchyliculture), des crustacés (dont la crevetticulture), des
végétaux aquatiques (dont l'algoculture) et des poissons (pisciculture) (FAO, 2018). Parmi
les espéces cultivées dans le monde entier, la daurade royale Sparus aurata est I’espéce
favorite de I'aquaculture méditerranéenne en raison de sa chair savoureuse (Basurco et al.,
2011).

Bien que 1’élevage aquacole ait connu des progres en termes de maitrise des techniques
d’¢levage, des mortalités parfois massives sont toujours trés fortement présentes. Ces
derniéres sont dues a de nombreux contaminants rejetés par les industries, I’agriculture et les
communautés urbaines (Schwarzenbach et al., 2006). Ces contaminants, d’origine chimique
ou biologique, ont des effets néfastes non seulement sur les espéces aquatiques, et méme sur
le consommateur, avec a I’évidence un marketing et publicité en défaveur des entreprises

aquacoles et de pays producteurs.
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Toutefois les contaminants chimiques, et plus particulierement les éléments de métaux traces
(EMTs) sont responsables en partie de plusieurs problémes écotoxicologiques (Brignon et
al., 2005). Les EMTs sont particulierement préoccupants car ce sont des éléments non
biodégradables qui se concentrent dans les milieux aquatiques et qui peuvent engendrer des
effets toxiques méme a de faibles concentrations comme dans le cas des éléments non
essentiels tel le Cadmium (Wang et Rainbow, 2007). De la méme maniére, les éléments
traces métalliques dits essentiels, important dans les processus biologiques, tel le Cuivre,
peuvent également conduire a des effets toxiques comme ceux dits non essentiels lorsque
leur concentration dépasse un certain seuil d’acceptabilité (Miquel, 2001 ; Turkmen et al.,
2005 ; Lafabrie, 2007). Ainsi, les ETMs diffusent dans les milieux aquatiques et peuvent
conduire a des modifications de la biodiversité des espéces par la disparition de certaines
d’entre-elles et, ainsi, entrainer de graves conséquences sur le fonctionnement des

écosystemes (Cain et al., 2004 ; Roussel et al., 2008).

Les contaminants microbiologiques d’origine bactérienne tels Vibrio spp., Photobacterium
damselae spp damselae., Photobacterium damselae spp piscicida, Pseudomonas
anguilliseptica, Tenacibaculum maritimum, Streptococcus spp., Mycobacterium spp sont
responsables de maladies telles la vibriose, la furonculose, la pasteurellose et la
streptococcie et constituent un second obstacle majeur au développement de I’aquaculture en
général et de I’¢élevage de la daurade royale en particulier (Pavlidis et Mylonas, 2011). Ces
maladies constituent d’ailleurs 1'une des principales causes des pertes économiques (Carbone
et Faggio, 2016).

Afin de lutter contre ces maladies, il est parfois nécessaire de recourir a des traitements
médicamenteux pour lesquels il n’existe pas encore de vaccins (Austin, 1988; Hastein,
1995). Parmi ces médicaments, les antibiotiques ont éte réguliérement administrés mais leur
utilisation a des effets négatifs sur I'environnement, la santé humaine et la santé animale
d’ou la conception d’une gestion globalisée (One health). Cela inclut I'émergence de souches
bactériennes résistantes aux antibiotiques, l'accumulation de résidus dans les tissus
comestibles et la dépression des systemes immunitaires. Pour ces raisons, l'utilisation
d'antibiotiques est récemment soumise dans I'Union européenne, aux Etats-Unis et dans

d'autres pays a des réglementations strictes (Carbone et Faggio, 2016).
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Du fait de cette résistance bactérienne et aussi de la réglementation en question, des projets
et initiatives visant le développement de stratégies alternatives pour le contréle de ces
infections ont été mis au point. Ces stratégies incluent 1’utilisation des bactéries probiotiques
comme moyen de lutte contre ces infections par traitements protecteur et/ou curatif. Les
probiotiques utilisés en aquaculture appartiennent a des espéces bactériennes appartenant
essentiellement aux classes des protéobactéries (en particulier les gammaprotéobactéries) et
des Firmicutes, parmi lesquels figurent les bactéries du genre Bacillus (Hong et al., 2005), a
I’instar de Bacillus subtilis (Moriarty, 1998 ; Balcazar et Rojas-Luna, 2007 ; Aly et al.,
2008) et B. pumilus (Duc et al., 2004).

Objectifs de la thése

Ce travail de thése se décline en deux axes majeurs. Le premier axe vise a évaluer I’impact
de I’accumulation de certains métaux traces tel que le cadmium, le cuivre et le nickel sur le
copépode calanoide E. affinis (Poppe 1880) et la sensibilité de ses différents stades de
développement ainsi qu’en fonction du sexe au cours d’une exposition de Six jours a ces
métaux traces. Le deuxieme axe porte sur la description de la diversité microbienne de la
chaine trophique des stades larvaires de la daurade Sparus aurata associée a une recherche
de souches productrices de molécules antagonistes pouvant étre utilisées comme

potentiellement probiotiques en aquaculture.

Organisation de la thése

La thése s’articule en plusieurs chapitres divisés en trois parties.

La premiére partie porte sur I’état de I’art des connaissances actuelles. En effet, cette

partie est structurée en trois chapitres :

Le chapitre 1, qui est intitulé « Caractéristiques principales de la daurade royale
Sparus aurata » présente un apercgu sur la production aquacole mondiale et I’élevage de la
daurade royale Saprus aurata, poisson méditerranéen par excellence. En effet, nous
décrivons son habitat, son cycle de production, et plus précisément le stade larvaire et la

chaine trophique.
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Le chapitre 2 traite des principaux contaminants biologiques d’origines bactériennes,
virales et parasitaires responsables de problémes majeurs dans 1’¢élevage de la daurade royale

ainsi que les mesures prises pour leur surveillance.

Le chapitre 3 décrit les métaux traces dans les organismes aquatiques ainsi que leur

impact sur les organismes aquatiques.

Ensuite, la partie matériels et méthodes, décrit les démarches expérimentales mises en
ceuvre. Dans cette partie nous décrivons d’une fagon détaillée les différentes matrices de la
chaine trophique des larves de la daurade Sparus aurata, suivie d’une présentation de
I’exposition pendant six jours d’une population de copépodes E. affinis aux métaux traces
(Cd, Cu et Ni). Cette partie est complétée par un suivi d’impact sur la structure de la
population exposée. Dans la partie « matériels et méthodes » un protocole d’étude de la
diversité microbienne de la chaine trophique de la daurade royale est également détaillé ainsi
que toutes les techniques analytiques et moléculaires associées. Nous présentons aussi les
protocoles de détection et de purification des molécules responsables de 1’activité

antagoniste de quelques souches prometteuses dans I’aquaculture en qualité de probiotiques.

La 3°™ partie, est structurée en trois chapitres qui présentent chacun les résultats obtenus et

leurs interprétations en tenant compte des données de la littérature.

Une conclusion générale et les perspectives relatives aux principaux résultats obtenus

durant la réalisation de cette thése clotureront le manuscrit.
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Chapitre 1. Caracteristiques
Principales de la Daurade Royale

Sparus aurata
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1. Production aquacole mondiale

L’aquaculture ; terme en usage au début du XX siécle, qualifie la culture des organismes
aquatiques comme les plantes aquatiques, les poissons, les crustacés et les mollusques en
milieu aquatique sous conditions contrdlées ou semi-contrélées par ’homme (Burel et al.,
2007). De maniere remarquable, depuis la fin des années 80, la production halieutique est
relativement stable. Contrairement a la production aquacole qui a connu la croissance la plus
rapide et qui a fini par dépasser celui de la péche qui était de 90,9 Mt (Figure 1) (FAO,
2018).

En effet, I'aquaculture est responsable de la croissance impressionnante de I'offre de poisson
pour la consommation humaine. Alors que l'aquaculture fournissait seulement 7% du
poisson destiné a la consommation humaine en 1974, cette part est passee a 26% en 1994 et
a 39% en 2004. En 2016, La production aquacole mondiale de poissons et de plantes s’est
élevée au total a 110,2 millions de tonnes (Mt) avec 80,0 Mt de poisson contre 30,1 Mt pour
les plantes aquatiques cultivées. Le poisson d’élevage constitue donc les trois quarts en
volume de la production aquacole totale. Parmi ceci, on dénombre 54,1 Mt de poissons, 17,1
Mt de mollusques, 7,9 Mt de crustacés et d'autres animaux aquatiques, tels que les tortues,

les holothuries, les oursins, les grenouilles et les méduses comestibles (938500 tonnes).

MILLIONS DE TONMES

1930 1935 1960 1985 19 1975 1980 1985 1950 1995 ] ] il mi

[P S S—

NOTE: Les mammiféres aquatiques, les crocodiles, alligators et caimans, les algues marines et les owires plantes aquatiques ne sont pas pris en compte.

Figure 1. Productions halieutique et aquacole mondiales (FAO, 2018)
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La Chine a produit a elle seule 45,5 millions de tonnes en 2014, soit plus de 60% de la
production mondiale de poisson issue de l'aquaculture. Les autres principaux producteurs
étaient I'Inde, le Viet Nam, le Bangladesh et I'Egypte (FAO, 2018).

L’Europe fait figure de lilliputien avec 4,3 % de la production aquacole mondiale. La filiere
frangaise, bien qu’assez minuscule comparée a 1’agriculture mondiale, occupe néanmoins la
seconde place européenne apres I’Espagne : en 2014, la production aquacole était de 204
300 tonnes (FAO, 2016). En effet a I’échelle mondiale, la consommation apparente de
poisson par habitant a progressé. Elle est passé d’une moyenne de 9,9 kg dans les années 60
a 14,4 kg dans les années 90 et a 20,2 kg en 2015 (Tableau 1). D’aprés les estimations
préliminaires, elle a continué d’augmenter pour atteindre environ 20,3 kg en 2016 et environ

20,5 kg en 2017.

Tableau 1. Production et utilisation de la péche et I’aquaculture dans le monde (FAO, 2018)

Catégorie 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Production

Péche

Continentale 10,7 11,2 11,2 11,3 11,4 11,6
Marine 81,5 78,4 79,4 79,9 81,2 793
Total - péche 92,2 895 90,6 91,2 92,7 90,9
Aquaculture

Continentale 38,6 42,0 448 46,9 48,6 514
Marine 23,2 24,4 254 26,8 27,5 28,7
Total - aquaculture 61,8 66,4 70,2 73,7 76,1 80,0
] s 1540 1560 1607 1649 1687 1709
niveav mondia

Utilisation*

Consommation humaine 130,0 136,4 140,1 144,8 148,4 151,2
Usages non alimentaires 24,0 19,6 20,6 20,0 20,3 19,7
Population (milliards de personnes): 7,0 7,1 7,2 73 73 74
Consommation apparente par habitant (en kg) 18,5 19,2 19,5 19,9 20,2 20,3

* Les mommitires oquatiques, les crocodiles, alligators ef caimans, les algues morines ef ls outres plantes aquatiques ne sont pas pris en comple.
¥ Les doanées reltives o I'viisation pour 2014-2016 sonl des estimotions provisaies.
* Source des chiffres relatits  ln popubation: ONU, 2015e.
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2. La pisciculture

Parmi les branches de 1’aquaculture, la pisciculture est définie comme « une exploitation
ayant pour objet I'élevage de poissons destinés a la consommation, au repeuplement, a
I'ornement, & des fins expérimentales ou scientifiques ainsi qu'a la valorisation touristique »
(Article L431-6 du code de I’environnement, 2015). Cette aquaculture est pratiquée
principalement en eau douce (pisciculture continentale). En 2016, elle représente 64.2% de
la production mondiale de poisson issus de ’aquaculture. Quant a la pisciculture marine
représente 35,8% de la production (FAO, 2018).

Dans la pisciculture en circuit fermé, 1’élevage des poissons se fait dans un systéme de
confinement qui forme une barriére entre les exploitations et 1’environnement naturel.
Tandis que la pisciculture en circuit ouvert, 1’élevage d’espéces de poissons d’eau salée ou
d’eau douce se fait dans des enclos ou des cages qui sont ouverts a I’environnement naturel.
De plus, en fonction de I'espece et des données géographiques, il existe différents modes

d'élevage :

- Le mode extensif qualifie un systéme de production caractérisé par une faible efficacité de
production (maximum de 0,5 tonne/ha/an) et un faible degré de controle de I’environnement
et de la nutrition. Les élevages sont conduits a base de ressources naturelles et sans

fertilisants ni apports de nourriture (Barnabé, 1991).

- Le mode semi intensif est un systeme de culture caractérisé par une production 2 a
20 tonnes/ha/an et qui est largement dépendant de la nourriture naturelle et est
augmenté par fertilisation ou complété par une alimentation supplémentaire
(Barnabé, 1991). Cette forme d'aquaculture est pratiquée en étang, parfois en enclos
et en systémes simples d’¢élevage en cages.

- Le mode intensif est un principe de culture caractérisé par un apport total des
aliments et une forte production qui peut atteindre jusqu’au 200 tonnes/ha/an. Ce
mode d’élevage nécessite un haut degré de contrdle et par conséquent ameéne des
codts élevés.

- Le mode hyper-intensif est un systétme de culture caractérisé par un controle
rigoureux de la nourriture qui est a base d’aliments complets industriels formulés et

sans fertilisation d’eau. Il est souvent pratiqué en étang, en cages ou en bassins.
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Ces derni¢res années, I’aquaculture a contribué de maniére croissante au commerce
international de produits halieutiques, en fournissant des especes telles que les saumons, les
bars, les daurades, les crevettes, les bouquets, les bivalves et d’autres mollusques mais aussi
des especes a faible valeur comme les tilapias, les poissons-chats (y compris Pangasius) et
les carpes (FAOQ, 2018).

Grace a sa chair savoureuse, son adaptation facile a la captivité et sa croissance rapide la
daurade Sparus aurata est devenue au fil du temps une des espéces principales de

I'aquaculture méditerranéenne (Kentouri et al., 1981).

3. Ladaurade royale Sparus aurata

Nom scientifique : Sparus aurata (Linnaeus 1758)
Nom FAOQO: An: gilthead sea bream, Fr: Dorade royale, Es: Dorada
Nom de FishBase: Gilthead sea bream

3.1. Ladaurade royale en quelques chiffres

La daurade royale Sparus aurata est la seule espece actuellement élevée a grande échelle.
L’élevage de la daurade dans la région Méditerranéenne est en train de passer d’une
industrie de petits volumes a une industrie de grands volumes. Sa production en élevage est
passée de 110.755 en 2005 a 158.389 tonnes en 2014 (Figure 2).

La Grece, en téte de cette production avec (71.000tonnes) en 2014 est de loin le producteur
le plus important. La Turquie (41.730 tonnes), I’Espagne (16.230tonnes) et [I’ltalie
(8.200tonnes) sont aussi des producteurs importants en Méditerranée. Il y a aussi, une
production considérable en Croatie, Chypre, Egypte, France, Malte, Maroc, Portugal, et en
Tunisie. La daurade royale est également produite en Mer Rouge, dans le Golfe Persique et
la Mer Arabe. Les principaux producteurs de ces régions maritimes sont I’Israél, le Kuwait

et le sultanat d’Oman. Ces pays restent de petits producteurs (FAO, 2016).

La France, malgré que sa production annuelle est de 1.105tonnes, elle est le quatrieme
producteur de juvéniles de daurades qui sont, en majorité, exportés vers les principaux pays

producteurs (Grece, Turquie, Italie, Espagne et d’autres).
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Figure 2. Production mondiale de la daurade royale Sparus aurata en tonnes (FAO
FishStat)

3.2. Description

Sparus aurata (L. 1758), plus communément appelé daurade royale appartient a la famille
des sparidés et au genre Sparus. C’est un poisson a corps ovale, assez élevé et comprimé
latéralement avec une téte bombée, aux flancs gris argenté dont la taille courante varie de 20
a 50cm (70cm maximum pour un poids de 5 kg). Sur le plan phénotypique, elle se
caractérise par un bandeau frontal doré et bordé de noir entre les deux yeux ainsi qu’une
grande tache sombre et allongée sur le haut de ’opercule, au début de la ligne latérale. Elle
est également facilement identifiable grace a sa couronne jaune entre les deux yeux qui lui

confére le nom de daurade royale (Basurco et al., 2011).

Figure 3. Photographie de la daurade royale Sparus aurata
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3.3. Habitat et biologie

La daurade royale est présente dans toute la Méditerranée. Cependant, elle est moins
fréquente en Méditerranée orientale et sud-orientale et est trés rare en mer Noire (Banarescu,
1964 ; Fisher et al., 1987). Par contre elle est largement répandue dans le bassin de
I’Atlantique Est, de la Grande-Bretagne au Cap-Vert et aux Canaries (Bauchot et Hureau,
1986 ; Craig et al., 2008).

C’est une espéce benthopélagique (au comportement démersal) qui vit dans les herbiers a
posidonie, dans les fonds sableux et rocheux ainsi que dans les zones de surface et les
horizons de 30 m. Néanmoins, on peut trouver des adultes jusqu'a 150 m de profondeur.
(Bauchot et Hureau, 1986 ; Basurco et al., 2011).

La daurade royale est une espece euryhaline et eurytherme, ce qui signifie qu’elle se trouve
aussi bien dans des lagunes hyper salées que dans des estuaires ou des zones dessalées
(Lasserre,1976). C’est un poisson carnivore se nourrissant de mollusques, en particulier de
moules qu'il peut écraser facilement, de crustacés et de poissons et accessoirement

herbivore.

Ce poisson né en mer ouverte durant les mois d’octobre a décembre. Les juvéniles migrent
ensuite au début du printemps vers des eaux cotieres abritées ou ils peuvent trouver des
ressources trophiques abondantes et des températures plus douces. Trés sensibles aux faibles
températures (la limite létale inférieure est 4°C), ils retournent en mer ouverte a la fin de

I’automne ou les adultes se reproduisent (FAO, 2018).

La daurade est une espéce hermaphrodite protandrique, ce qui signifie que la majorité des
individus sont des males dans les deux premiéres années (20-30 cm) et a la fin de leur
premiére maturité deviennent des femelles (33-40 cm) pendant la deuxiéme saison de frai
(Zohar et al., 1978 ; Pavlidis et al., 2006 ; Mylonas et al., 2011). Les femelles sont des
reproducteurs en batch qui peuvent pondre de 20000 a 80000 ceufs chaque jour pendant une
période qui peut aller jusqu’a 4 mois (FAO, 2005-2018).

3.4. Cycle de production

A Dorigine, 1’élevage de la daurade est basé exclusivement sur la collecte de juvéniles
sauvages de mer. Les daurades royales étaient traditionnellement, cultivées extensivement

dans les lagunes coticres tels 'vallicoltura' et ‘hosha’ dans les systémes respectivement
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Italiens et Egyptiens (Figure 4). Ces systémes sont concus comme des trappes naturelles de

poissons, profitant de la migration trophique naturelle des juvéniles de la mer vers les

lagunes cétiéres. Les juvéniles de cette espece sont capturés au printemps et stockés dans les

lagunes (Cataudella et al., 1995). A la fin de I'année, la daurade royale est stockée dans des

étangs d'hivernage, pour étre relachée au printemps. Dans ces environnements, le poisson

passe deux ou trois saisons avant d'atteindre une taille commercialisable (Basurco et al.,

2011).
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Figure 4. Représentation schématique d'un cycle de production représentatif de la daurade

royale dans les systemes extensifs (FAO, 2005-2018)

Aprés les années 1960, la disponibilité des juvéniles sauvages a diminué drastiqguement en

raison de la surpéche et de la pollution. Dés lors il fut nécessaire de mettre en place un

approvisionnement aquacole. L’approvisionnement aquacole fiable et constant de juvéniles

n'a été possible qu’a partir des années 1980 (Basurco et al., 2011). De nos jours, la majorité

© 2018 Tous droits réservés.

17

lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mahammed Zidour, Université de Lille, 2018

Etat de lart Caractéristiques principales de la daurade royale

de la production de daurades provient de juvéniles éleves dans des écloseries sophistiquées

sur le plan technologique et qui nécessitent du personnel qualifié.

Cependant, 1’approvisionnement en juvéniles nécessite tout d’abord la sélection des
géniteurs. Ces derniers sont choisis de divers groupes d'age, de males agés de 1 an a des
femelles agées de 10 ans avec un rapport males-femelles de 3 pour 1 (Calderer et Cardona
1993). Une fois inséminés, les ceufs de daurade royale (environ 0.9-1.1 mm) sont récoltés et
maintenus en écloseries terrestres. Ces ceufs sont ensuite incubés pendant deux jours a 16-
17°C.

Apres I’éclosion et pendant trois ou quatre jours, les larves absorbent leur sac vitellin et
commencent a se nourrir d’abord d’algues microscopiques et de zooplancton. Ces larves
seront ensuite nourries avec de 1’artémie puis enfin avec des aliments secs formulés riches

en protéines.

A leur arrivée d'écloserie, les alevins sevrés de 1 a 5 g sont trés fragiles et pour ne pas étre
laches directement dans les structures finales de grossissement, ils sont transférés dans des
nurseries. Dans ces unités spéciales, les alevins font I’objet d’une surveillance trés attentive
comme entre autres les conditions physicochimiques de leur environnement tels la
température, la lumiere et la salinité. lls restent en nurserie jusqu’a atteindre le stade de
juveéniles de 20 — 25 g de poids moyen (FAO, 2005-2018).

A leur sortie de nurserie et avant d'étre transférés vers des installations a long terme, les
juvéniles se maintiennent généralement dans des bassins de taille moyenne (60 — 100 m°).
En élevage intensif (Figure 5), les daurades sont engraissées au moyen de micro-granulés
commerciaux ayant une teneur en protéines de 45 a 50 % et des teneurs en lipides d'environ
20%. Apres une durée de 5 mois a 10 mois environ ce sont des juvéniles pre-grossis d'un
poids moyen unitaire voisin de 70 g qui peuvent étre transférés dans les bassins de
grossissement final. Pendant cette phase, il n’est pas possible de contréler la température
dans les cages d’élevage et la frequence des manipulations est réduite a 4 a 8 semaines en
raison de la réduction de la vitesse de croissance et de la plus grande homogenéité des lots.
Ceci explique la longue période d’¢élevage nécessaire pour atteindre la taille commerciale de
350 a 400 g (Basurco et al., 2011 ; FAO, 2005-2018).
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Figure 5. Représentation schématique d'un cycle de production représentatif de la daurade
royale dans les systemes intensifs (FAO, 2005-2018)

Bien que 1’élevage aquacole semble actuellement bien

maitrisé, malheureusement L’étape

larvaire reste limitée par le taux de mortalité (Kentouri et al., 1981). Cette étape limitante est

actuellement sujette a plus d’attention.

3.5. Elevage larvaire de la daurade royale

L’¢élevage larvaire de la daurade Sparus aurata dure environ 50 jours a 17,5°C ou environ

43 jours a 20°C. A I’éclosion, les larves mesurent environ 2,5-3,0 mm de long. Cette petite

taille rend la phase larvaire chez la daurade plus complexe que chez le bar (Dicentractus

labarx) et le turbot (Scophthalmus maximus).

© 2018 Tous droits réservés.
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Les larves fraichement écloses sont pourvues d’un sac vitellin contenant les éléments
nutritifs nécessaires a leur développement jusqu’a ce qu’elles soient capables de prélever
leur alimentation dans le milieu exogene. Au cours de cette 18 phase, les facteurs abiotiques
(qualité de l'eau, aération, etc.) de I'environnement d'élevage sont les seules conditions
nécessaires a la survie. La concentration d'oxygene dissous doit étre supérieure a 85% de
saturation, le pH doit étre d'environ 8, les concentrations d'ammoniac, d'ammonium et de
nitrite doivent étre négligeables. L’eau doit étre exempte de bactéries pathogenes et sa
température comprise entre 16 et 18°C. Les larves épuisent leur sac vitellin apres 3—4 jours.
Aprés ce stade, les yeux sont pigmentés et la bouche est développée, permettant aux larves
de se nourrir de larves d’autres organismes. La chaine trophique des larves de la daurade la
plus freqguemment utilisée est composée principalement d’algues unicellulaires, des rotiféres
et des artémies (Conceicao et al., 2010 ; Cheng et al., 2011 ; Kumar et al., 2012 ; Mahjoub
etal., 2012).

3.5.1. Rotiféeres

Les rotiféeres sont un groupe relativement petit d'invertébrés composé d'environ 2 000
especes. Leur corps a une symétrie bilatérale (Wallace et Snell, 1991 ; Segers, 2007) et ils
représentent une grande partie de la diversité du zooplancton dans les milieux d'eau douce et
d'eau saumatre. lls colonisent pratiquement n'importe quelle étendue d'eau : d'un ruisseau sur
les rochers, aux étangs, ruisseaux, marais et lacs salés (Pejler, 1995). Ces rotiféres avant

d’étre distribués aux larves sont eux-mémes nourris d’algues unicellulaires.

Les rotiferes sont un excellent premier aliment pour les larves de poisson en raison de leur
petite taille, de leur vitesse de nage lente, de leur aptitude a rester en suspension dans la
colonne d'eau et de leur capacité a étre cultivés a haute densité en raison d'un taux de
reproduction élevé. L'un des rotiferes les plus utilisés est Brachionus plicatilis (Muller,
1986) (Figure 6) qui mesure entre 70 et 100um. Ce rotifére a fait 1'objet d'études
approfondies en raison de son utilisation en aquaculture (Lubzens, 1987). B. plicatilis a été
classé comme une espece stratégique (Walker, 1981) en raison de sa petite taille et sa
croissance rapide (Stelzer et al., 2011). Il a été signalé que l'utilisation de rotiféres de petite
taille tels B. rotundiformis améliorait de fagon significative les performances d'alimentation
initiale du turbot et en particulier des larves de la daurade aux premiers stades de
développement (Polo et al., 1992). Dans les écloseries, les micro-algues (Chlorella sp.,

Isochrysis galbana, Pavlova lutheri, Nannochloropsis oculata, N. gaditana, Dunaliella
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tertiolecta) sont utilisées aussi bien pour la production des rotiféeres que pour améliorer la
qualité d’eau dans les bacs larvaires, en créant ce qu’on appelle I’eau verte « green water »

qui est utilisée durant les phases initiales de 1’¢levage.

"

4]

Figure 6. Photographie de Brachionus plicatilis (Wikipédia)

3.5.2. Artemias

Ce sont des petits crustacés vivants dans les lacs salés, les lagunes et les marais salants.
L’espéce la plus connue est le crustacé branchiopode Artemia salina (Linnaeus, 1758) qui
mesure 0,5 a 8 mm(Figure 7). Au cours du processus d'élevage larvaire, le nauplius de cette

espéce succede sur le plan alimentaire au rotifére B. plicatilis.

Figure 7. Photographie du crustacé branchiopode Artemia salina L (Wikipédia)
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Apres 10-11 jours, les rotiferes sont distribués avec les nauplii d’A. salina jusqu’a ce que les
larves achevent leur métamorphose (32-35 jours aprés éclosion). Les rotiféres et I’artémia
sont quotidiennement enrichis avec des préparations lipidiques commerciales ainsi que des
antibiotiques ou des probiotiques avant d’étre distribués aux larves. Ceci signifie que ces
¢léments de la chaine alimentaire ont un profil alimentaire incomplet bien qu’ils soient

faciles a produire en forte densité (Sargent et al., 1997).

L’un des moyens d’améliorer le profil alimentaire des aliments destinés aux larves en
améliorant les teneurs en certains acides gras essentiels, en vitamines, ... (¢léments
essentiels pour une bonne croissance, un bon développement et une meilleure survie), repose
sur I'utilisation des copépodes qui apparait comme une alternative intéressante dans la

chaine alimentaire larvaire.

3.5.3. Copépodes

Le terme copépode est le nom commun issu de la sous-classe des Copepoda. Globalement,
ce terme désigne des petits crustacés, tres diversifiés et correspond a environ 11 500 espéces
(Humes, 1994). lls sont généralement de taille microscopique, vivant dans I'eau de mer et
dans presque tous les habitats d'eau douce (lacs, marais, rivieres, eaux souterraines). En mer,

ils forment la base du zooplancton et la base de la nourriture des poissons.

Dans les écosystemes marins, les copépodes jouent un rdle important en termes de liens
énergétiques entre les niveaux trophiques ; les copépodes étant la proie naturelle des larves
de nombreuses especes de poissons marins. En particulier, leurs stades larvaires - nauplii,
sont considérés comme le régime alimentaire approprié et équilibré pour les larves de

poissons marins (Stgttrup, 2000).

Parmi la sous-classe des copépodes, les copépodes calanoides sont consommeés
naturellement dans la nature par de nombreux poissons en stades larvaires (Pepin et Penney,
1997) et certaines espéces de copépodes calanoides comme Acartia tonsa (Figure 8),
Eurytemora affinis (Figure 9) et Gladioferens imparipes ont déja été utilisées pour la culture
de poisson. La plupart de ces espéces sont, particulierement, de bons candidats pour la

pisciculture (Stattrup et McEvoy, 2003).
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A B

Figure 8. Photographie du copépode Acartia tonsa (A : male, B : femelle).

Figure 9. Photographie du copépode Eurytemora affinis (A : méle, B : femelle).

Ces copépodes offrent d’une part, une taille adéquate (<100 um) tout au long des étapes de
leur développement (Figure 10) pour les petits poissons larvaires ayant une petite bouche
(Payne et Rippingale 2000 ; McKinnon et al., 2003). D’autre part ils constituent une
excellente source d'acides gras hautement insaturés de par la composition en acides gras et
de leur fraction lipidique polaire. Cette caractéristique rend les lipides des copépodes plus
biologiquement disponibles pour les larves de poissons (Evjemo et Olsen, 1997). Les
copepodes sont aussi une importante source de vitamine A (Rgnnestad et al., 1998), de
vitamine C, de vitamine E (Schipp, 2006) et de minéraux (\Watanabe et al., 1983). De plus,
la digestion de ces copépodes est aisée pour les larves de poissons par rapport aux rotiféres
et Artemia (Schipp, 2006).
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Figure 10 . Cycle de développement du copépode calanoide Eurytemora affinis ;
Stades larvaires de N1 a N6, les stades juvéniles de Cla C5 et les stades adultes C6
(Dessins compilés d’apreés Katona, 1971et modifié par Sami Souissi).

A lheure actuelle, les techniques d’élevage aquacole de la daurade royale sont bien
maitrisées mais malheureusement des mortalités parfois massives se surviennent au sein de

ces ¢élevages. Ces mortalités sont dues a des contaminants d’origines microbiologique et ou

chimiques, rejetés par les industries, 1’agriculture et les communautés urbaines.
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1 Les contaminants biologiques

Le microbiote des poissons reflete avant tout les caractéristiques de I'environnement
aquatique dans lequel ils évoluent avant d’étre péchés (ICMSF, 2005). Ainsi, la combinaison
des populations microbiennes résidentes endogenes et des populations microbiennes
exogenes, provenant de 1’environnement, constitue la microflore de poissons (Bagge et al.,
2003).

Le muscle des poissons vivants est stérile, cependant la peau, le mucus, les ouies et I'intestin
contiennent un microbiote dont la composition varie qualitativement et quantitativement
selon les especes de poissons. Celle-ci est aussi fortement influencée par la température, la
salinité de 1'eau, le niveau d'oxygéne dissous, le degré de pollution et I’alimentation des

poissons (Leroi, 2010).

Chez le poisson, on retrouve de nombreuses bactéries, parfois pathogenes, telles Shewanella,
Pseudomonas, Vibrio, Carnobacterium, Brochotrix, Staphylococcus, Bacillus et Listeria
monocytogenes (Paari et al., 2012). Le développement de microorganismes pathogenes
constitue un risque majeur pour les consommateurs d’ou I’importance de la connaissance
des causes des maladies touchant la daurade royale (Saprus aurata ) (Tableau 2) dans les

élevages aquacoles.

1.1 Les bactéries pathogénes

1.1.1. Les Vibrionacées

Les bactéries appartenant au genre Vibrio. Ce sont des bactéries problématiques en
aquaculture. Tres répandue dans les environnements marins, cotiers et estuariens, ces
bactéries représentent un risque sanitaire non négligeable (Sudha et al., 2002). La vibriose
est le nom donné a une maladie causée par un grand groupe de bactéries appartenant aux
Vibrionaceae. Plusieurs especes, telles Vibrio (Listonella) anguillarum, V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. harveyi (carchariae), V. ordalii et V. salmonicida, sont
associées a des mortalités de poissons. Il est important de noter que les mémes vibrions qui
provoquent la vibriose sont présents dans I'environnement aquatique et font souvent partie

de la flore intestinale normale du poisson.

27

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mahammed Zidour, Université de Lille, 2018

Tableau 2. Principales bactéries causant des maladies chez la daurade royale Sparus aurata et les mesure de contrdle (FAO,2005- 2018).

Espéce

Maladie

Syndromes

Mesures

Maladies bactériennes

Photobacterium damselae subsp.

Damselae

Vibrio alginolyticus

Vibrio anguillarum

Peau noire; léthargie; abdomen
distendu; hémorragies

Hémorragies; peau noire;

Vibriose e
Iésions de la peau

Léthargie; anorexie; téte en
position basse

Eviter ['utilisation d’aliment avec une teneur
lipidique élevée; antibiotiques

Bonne hygiéne; antibiotique

Bonne hygiene et désinfection de I’eau;
antibiotiques

Photobacterium damselae subsp.

Piscicida

Photobactériose
(Pasteurellose,
Pseudotuberculose)

Anorexie; nécrose focalisée des
branchies

Vaccination des géniteurs et juvéniles; utilisation
des immunostimulants et vitamines pour
traitements; bonne hygiene et désinfection de
1’eau; antibiotiques

Pseudomonas anguilliseptica
(multifactoriel)

Syndrome de
maladie d’hiver

Syndrome ventre en haut 'Belly
up', avec ou sans hémorragie

Désinfection efficace et période de nettoyage
pour les unités d’engraissement a terre; adapter le
régime alimentaire préparer le poisson pour la
période d’hiver; traitement antibiotique inefficace
In Vvivo

Maladies virales

Iridoviridae

Lymphocystis Pseudotumeur blanchatre

Aguareovirus

Virus-like particle

Aquareovirus Aucun

Syndrome de
Distension
d’Intestin (SDI)

Abdomen distendu,
tournoiement désorienté;
immobilité avec la téte en bas

Réduire le taux d’alimentation; réduire la
biomasse; éviter un stress additionnel sur les
poissons infectés; faible pathogénie - pas de
traitement

Pathogénie faible, pas de traitement

Traitement efficace aux UV de I’eau entrante
durant les premiers stades larvaires

Maladies parasitaires

Entermyxum Myxidium leei
(Endoparasite)

Léthargie; abdomen distendu;

Myxosporidiose hyperpigmentation

Eviter de stresser les poissons, pas de traitement
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La vibriose est caractérisée par une septicémie hémorragique systémique. La léthargie,
I'assombrissement de la peau, I'épaississement cornéen, les branchies anémiques, I'érytheme
de I'évent et de la base des rayons des nageoires sont les signes extérieurs typiques. Sur le
plan interne, les vaisseaux sanguins viscéraux congestionnés, I'némorragie intestinale, la
destruction de la tunique muqueuse et I'accumulation de liquide sérosanguin dans les intestins
et de I'exsudat mucoide dans la cavité abdominale sont les symptdmes les plus courants
(Colorni et al., 1981 ; Austin et al., 1993). Les vibrions produisent une grande variété de
protéases, d'hémolysines et d'autres enzymes extracellulaires responsables de ces lésions

tissulaires extensives (Hjeltnes et Roberts, 1993).

La bacteérie V. alginolyticus est freqguemment isolée aux niveaux des Iésions cutanées, causant
entre autres une inflammation et des ulcéres (Bordas et al., 1996 ; Rigos et al., 1998) (Figure
11). Woo et al. et Ye et al. (Woo et al.,, 1995; Ye et al.,, 1997) ont estimé que V.
alginolyticus serait responsable de fortes mortalités chez la daurade argentée (Sparus sarba) a
Hong Kong. Cette bactérie a également été associée a des maladies chez la daurade royale en
Espagne (Balebona et al., 1998) (Figure 12). De plus, V. alginolyticus a également été
impliquée dans des mortalités d'alevins de daurade (Kusuda et al., 1986). V. alginolyticus a
été signalée comme agent pathogéne responsable de mortalité chez la daurade d'élevage
(Sparus aurata) en lIsraél (Colorni et al., 1981). En Asie, cette espece a été isolée chez la
daurade royale, la daurade argentée (Sparus sarba) (Deane et al., 2001 ; Li et al., 2003) et la

larve de la daurade noire (Kusuda et al., 1986).

Figure 11. Photographie d’une nécrose congestive au flanc par atteint de Vibrio
alginolyticus (Ben Kahla-Nakbi et al., 2006)
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Figure 12. Photographie d’une daurade atteinte par Vibrio alginolyticus (Ben Kahla-
Nakbi et al., 2006)

V. anguillarum, agent étiologique de la vibriose classique a quasiment une distribution
mondiale, cause une septicémie hémorragique typique chez une grande variété d'especes de
poissons d'eau chaude et d’eau froide d’intérét aquacole, y compris la daurade (Sparus
aurata), le saumon du Pacifique et de I'Atlantique (Oncorhynchus spp et S. salar), la truite
arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss), le turbot (S. maximus), le bar (Dicenthrarchus labrax), le
bar rayé (Morone saxatilis), la morue (Gadus morhua), I'anguille japonaise et européenne
(Anguilla japonica et Anguilla anguilla) et I'ayu (P. altivelis) (Toranzo et Barja, 1990 ; 1999).
Bien qu'il existe un total de 23 sérotypes O (01-023, sérotype européen) parmi les isolats de
V. anguillarum (Pedersen et al., 1999), seuls les sérotypes O1, O2 de V. anguillarum et, dans
une moindre mesure, le sérotype O3 ont été associés a des flambées de vibriose chez les
poissons d'élevage et sauvages. Le sérotype O1 semble étre le sérotype le plus fréquent en
Italie et en Gréce (Pedersen et al., 1993).

En plus de V. anguillarum et de V. alginolitucus, d’autres especes de Vibrio ont été
fréquemment isolées a partir de sparidés malades provenant de plusieurs fermes autour du
bassin méditerranéen tels V. parahaemolyticus, certains biotypes de V. vulnicius et V. harveyi
(Lee et al., 2002 ; Colorni et Padrds, 2011).

L’espéce Photobacterium damselae subsp. Damselae, anciennement connu sous le nom de V.

damsela ou Listonella damsela est une bactérie marine de la famille des Vibrionaceae et du
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genre Vibrio qui provoque des infections chez divers animaux marins et 'Homme. Elle est
également responsable de la maladie de vibriose. Cette bactérie a été isolée chez la daurade
royale, la daurade rouge et la daurade blanche en Espagne (Vera et al., 1991 ; Labella et al.,
2006 ; Garcia-Rosado et al., 2007). Cette bactérie provogue une septicémie chez les poissons
comme les daurades (Sparus aurata), les turbots (Scophthalmus maximus), les anguilles
(Anguilla anguilla), les requins bruns (Carcharhinus plumbeus) et les limandes (Seriola
quinqueradiata) (Love et al., 1981 ; Sakata et al., 1989). Dans tous les cas, les principaux
symptdmes externes de l'infection par cette bactérie sont des lésions cutanées ulcéreuses et
des hémorragies étendues, en particulier dans la bouche, les yeux et les musculatures des yeux
(Fouz et al., 1992 b) et peut également causer des ulcéres cutanés chez les humains (Love et
al., 1981).

La bactérie halophile Photobacterium damselae subsp. piscicida (anciennement Pasteurella
piscicida) est un membre de la famille des Vibrionaceae et c’est I'agent étiologique de la
pasteurellose. Au cours de I'été 1963, une épizootie a été signalée chez des perches blanches
(Morone americanus) et de bar rayé (Morone saxatilis) dans la partie supérieure de la baie de
Chesapeake, aux Etats-Unis, ol 30 micro-organismes ont été retrouvés et possédaient
certaines des caractéristiques principales de Pasteurella (Snieszko et al., 1964). Sur la base de
ces caractéristiques morphologiques et biochimiques, le pathogene responsable a été
initialement placé dans le genre Pasteurella d'ou vient le terme « pasteurellose ». Cependant,
la littérature est devenue confuse, dans la mesure ou la maladie est également appelée «
pseudotuberculose » au Japon en raison de sa pathologie distinctive (Snieszko et al., 1964).
Sur la base de son géne ARNTr 16S, la bactérie responsable a été identifiée comme appartenant
au genre Photobacterium et a été nommée Photobacterium damselae ssp. piscicida (Gauthier
et al., 1995; Truper et De'Clari, 1997). En raison de ce changement dans la position
taxonomique de l'agent causal, certains auteurs ont renommé cette septicémie comme

photobactériose.

La Photobactériose est une septicémie bactérienne appelée aussi pseudotuberculose car, dans
les cas chroniques, les poissons malades présentent, dans plusieurs organes internes (le rein et
la rate), des dépo6ts granulomateux de type tubercules blanchatres constitués de colonies
bactériennes blanches grisatres (Kusuda et Yamaoka, 1986). Le matériel purulent peut
s'accumuler dans la cavité abdominale (Lewis et al., 1970). Les changements saisonniers de la

température de l'eau et I'dge des poissons sont souvent critiques dans I'épidémiologie de la
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maladie. Les températures supérieures a 21°C augmentent la probabilité et la gravité des
flambées et les jeunes poissons sont généralement les plus sensibles. A des températures plus
basses, la mortalit¢ peut diminuer mais les poissons restent porteurs de 1’agent causal

(Magarifios et al., 2001 ; Toranzo et al, 2005).

Photobacterium damselae ssp. piscicida a une large gamme d'hétes sensibles, a la fois
sauvages et cultivés. Dans la région méditerranéenne, elle a causé des pertes importantes, en
particulier parmi les daurades et le bar européen (Kvitt et al., 2002 ; Toranzo et al., 2005). La
transmission peut étre verticale, a travers les fluides ovariques et séminaux de géniteurs
apparemment sains (Romalde et al., 1999), ainsi qu'horizontale, via une transmission
bactérienne par I'eau pouvant infecter son héte par les branchies, le tractus gastro-intestinal et
éventuellement la peau (Magarifos et al, 1995 ; Fouz et al., 2000). Photobacterium damselae
ssp. piscicida a également été isolée chez la daurade (Yasunaga et al., 1983), la daurade noire
(Muroga et al., 1977 ; Ohnishi et al., 1982) dans les eaux japonaises et chez la daurade royale
(Magarifios et al., 2001 ; Balebona et al., 1998 b ; Kvitt et al., 2002). Plus récemment, la
maladie semble s'étendre aux stocks de poissons d'élevage et sauvages de la région
méditerranéenne, notamment en Croatie, en France, en Italie et en Espagne (Magarifios et al.,
1992 ; Mladineo et al., 2006).

1.1.2. Les Pseudomonas

Parmi les pseudomonaceae, Pseudomonas anguilliseptica est considéré comme I'agent
pathogene le plus important pour les poissons d'élevage (Austin, 1988). La septicémie
hémorragique par P. anguilliseptica chez les poissons de mer a été signalée initialement chez
la daurade (Nakajima et al., 1983) et a été associée en plusieurs occasions au syndrome
hivernal dans les régions méditerranéennes. Bien que son etiologie présente encore des
aspects peu clairs (Bovo et al., 1995; Doimi, 1996), l'isolement récurrent de P.
anguilliseptica indique que cette bactérie joue souvent un réle important dans la pathogenése
de la maladie (Berthe et al., 1995 ; Dom'enech et al., 1997, 1999).

Toutefois, le terme « syndrome d’hiver » ou « maladie hivernale » décrit a la fin des années
1980 et au début des années 1990, désigne une affection touchant exclusivement la daurade
royale élevée a basse temperature (Bovo et al., 1995). Il est consideré comme un probléme
multifactoriel provoqué par les perturbations physiologiques, métaboliques et

immunologiques associées a la mauvaise tolérance de cette espece aux conditions d'élevage a
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des températures inférieures a 15°C (Padros et al., 1996 ; Tort et al., 2004). Les altérations
physiologiques et les perturbations immunologiques se produisant chez la daurade élevée en
eau froide ont été étudiées par (Gallardo et al., 2003 ; Sala-Rabanal et al., 2003 ; Ibarz et al.,
2007). Leurs résultats indiquent qu'a basse température les poissons ne peuvent metaboliser
correctement les graisses et que la mobilisation massive des lipides du tissu adipeux vers les
tissus périviscéreux et sous-cutanés provoque de graves perturbations du metabolisme

hépatique.

Cette maladie qui est généralement observée chez les poissons élevés dans des cages ou des
étangs dans les régions Méditerranéennes pendant les mois d'hiver, ou la température de I'eau
peut rester entre 8 et 15°C plusieurs mois, affecte principalement les poissons jusqu'a 100 g.
Deux stades principaux du syndrome hivernal ont été reconnus et nommé « premier hiver » et
« second hiver ». Le « premier hiver » se déroule généralement en décembre-mars, avec des
taux de mortalité faibles mais constants. L'étape « deuxiéme hiver » apparait au début du
printemps, lorsque les températures atteignent 15-16°C. A ce moment, des mortalités plus
brusques sont enregistrées, parfois jusqu'a 20-30% du stock. Dans ce type d’affection, lorsque
la température descend en dessous de 15 °C, l'alimentation du poisson devrait étre
interrompue et toute opération de manutention devrait étre reportée (Colorni et Padrds, 2011).
Les principaux signes cliniques des poissons affectés par cette septicémie sont la distension
abdominale, la kératite et les pétéchies hémorragiques de la peau et des organes internes tels
le foie. Les signes externes sont généralement visibles, distension abdominale modérée
(Berthe et al., 1995). Chez les sparidés, des infections a P. anguilliseptica ont été décrites
chez la daurade royale (Berthe et al., 1995) et chez la daurade noire (Lopez-Romalde et al.,
2003).

P. anguilliseptica semble étre un pathogéne biochimiquement homogeéne quelle que soit la
source d'isolement (Berthe et al., 1995 ; Doménech et al., 1997 ; Lopez-Romalde et al.,
2003a). Cependant, I'étude des caractéristiques sérologiques indique l'existence de deux
sérotypes O majeurs liés au poisson hote, une caractéristique des isolats d'anguilles et une
autre caracteristique des isolats de daurade royale, de turbot et de daurade noire (Lopez-
Romalde et al., 2003).
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1.1.3. Autres espéces bactériennes

En plus des espéces décrites ci-dessus, d’autres especes causant des infections ont été
signalées également dans les élevages de daurade royale. Tenacibaculum maritimum
(anciennement Cytophaga marina, Flexibacter marinus et F. maritimus) est un agent
pathogéne opportuniste responsable de la « flexibactériose », également appelée « maladie
bactérienne glissante », « syndrome de la bouche érodée » et « nécrose du patch noir » chez
les poissons marins (Wakabayashi et al., 1986 ; Bernardet et Grimont, 1989 ; Sukui et al.,
2001). La flexibactériose marine est largement répandue chez les poissons d'élevage et
sauvages d'Europe, du Japon, d'’Amérique du Nord et d'Australie (McVicar et White, 1979,
1982 ; Wakabayashi et al., 1986 ; Pazos et al., 1993 ; Chen et al., 1995 ; Devesa et al., 1989 ;
Handlinger et al., 1997 ; Ostland et al., 1999 ; Santos et al., 1999 ; Avendanho-Herrera et al.,
2005). Parmi les poissons d'élevage, la maladie a été signalée chez la daurade royale
(Avendano-Herrera et al., 2005), la daurade rose et la daurade (Wakabayashi et al., 1986), la
daurade blanche, la daurade commune et le dentex commun (Vatsos 2007b ; Bergh, 2008).

Les infections a Tenacibaculum chez les sparidés sont généralement sévéres.

Bien que les adultes et les juvéniles puissent étre affectés par la flexibactériose marine, les
poissons plus jeunes souffrent d'une forme plus grave de la maladie. Une augmentation de la
prévalence et de la gravité de la maladie a été signalée a des températures au-dessus de 15°C.
En plus de la température de I'eau, la maladie est influencée par une multiplicité de facteurs
environnementaux (stress) et est liés a I'hdte (état de surface de la peau) (Magarifios et al.,
1995). En geénéral, les poissons affectés ont une bouche érodée et hémorragique, des lésions
cutanées ulcéreuses, des nageoires effilochées et de la pourriture sur la queue. Une maladie
systémique peut également étre établie impliquant différents organes internes. Les lésions des
surfaces épithéliales typiques de cette maladie constituent également une porte d'entrée pour
d'autres pathogenes bactériens ou parasitaires. Les signes cliniques, ainsi que l'observation
microscopique de prélevements a partir de branchies ou de lIésions, peuvent étre utilises
comme une premiere etape pour le diagnostic présomptif de flexibactériose marine. Ce
diagnostic préliminaire doit étre appuyé par l'isolement de I'agent pathogéne dans le milieu
approprié ou par l'utilisation de méthodes spécifiques basées sur I'ADN moléculaire

appliquées directement aux tissus des poissons.

La staphylococcose est une autre infection répandue chez les poissons marins. Elle remonte
aux années 1970 au Japon, ou des cocci B-hémolytiques Gram positif, catalase positif,
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coagulase négative, identifiés comme Staphylococcus epidermidis, étaient responsables de
mortalités élevées chez la sériole d'élevage (Seriola quinqueradiata) et la daurade rouge
(Kusuda et Sugiyama, 1981 ; Sugiyama et Kusuda, 1981a). S. epidermidis a été identifié
comme un agent pathogéne chez la daurade rouge (Chrysophrys major) et la carpe herbivore
(Ctenopharyngedon idella) (Wang et al., 1996), le tilapia (Oreochromis spp.) a Taiwan
(Huang et al., 1999) et la daurade (Sparus aurata) mais aussi le bar (Dicenthrarchus labrax)
dans différentes fermes piscicoles en Gréce (Varvarigos, 2001). Dans l'environnement
aquatique, S. epidermidis est une bactérie opportuniste susceptible de devenir pathogéne pour

les poissons dans des conditions stressantes (Varvarigos, 2001).

Les symptomes externes de I’infection induite par cet agent pathogéne sont une congestion et
des hémorragies sur les nageoires pectorales et caudales, une coloration foncée de la peau,
une léthargie et une sécrétion excessive de mucus sur la peau et les branchies. La bouche et la
machoire inférieure présentent des Iésions hémorragiques et les branchies sont anémiques.
Les symptdbmes internes comprennent la présence de liquide ascitique dans la cavité
abdominale et un foie élargi et pale montrant des vaisseaux sanguins congestionnés avec des
zones sombres enflammées. La vésicule biliaire est remplie de bile vert foncé ou de bile
Iégerement jaunatre, la rate est également élargie. La congestion et les hémorragies ont été
observées dans certaines régions du cerveau, 1’estomac €tant vide chez certains poissons. Bien
que tous ces symptémes soient similaires a ceux observés par (Varvarigos, 2001 ; Kubilay et
Ulokdy, 2004) chez le bar et la daurade, des infections a S. epidermidis induisent des
symptdémes différents chez le tilapia (Huang et al., 1999) tels que les nodules blancs et

jaunatres au niveau des reins et de la rate.

1.2 Lesespeces virales

Le virus de Lymphocystis est un virus a ADN appartenant a la famille des Iridoviridae. Il est
I’agent causal de la lymphocystose (LCD), trés répandue dans 1’élevage de la daurade royale
(FAO, 2011). Cette maladie a été signalée dans le monde entier et est décrite dans un grand
nombre de téléostéens frais, saumatres et marins, tant dans la culture que dans la nature. Les
poissons atteints développent des amas macroscopiques de verrues de fibroblastes dermiques
extrémement hypertrophiques (Figure 13). Ces agrégats cellulaires sont grisatres ou plus
foncés. Le virus est typiquement dermotrope ; cependant, l'invasion des organes viscéraux,
tels que la rate et le coeur, peut également survenir dans les infections graves (Schaperclaus,
1992 ; Colorni et Diamant, 1995).
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Figure 13. Photographie d’un poisson atteint de lymphocytose (forumactif.org)

Cette maladie virale a été signalé en Israél pour la premiére fois chez des daurades cultivées
en mer rouge (Paperna et al., 1982). La maladie a été fréquemment signalée chez la daurade
royale dans les nurseries d'aquaculture autour du bassin méditerranéen, notamment en ltalie
(Masoero et al., 1986), en Espagne (Basurco et al., 1990 ; Garcia-Rosado et al., 1999), en
Grece et en Turquie (Moate et al., 1992), et en France (Le Deuff et Renault, 1993), ainsi qu'au
Portugal (Menezes et al., 1987).

La maladie de Lymphocystis survient principalement a des températures comprises entre 22 et
27 ° C chez la daurade royale, avec des lésions cutanées qui se cicatrisent a 30-40 jours apres
les premiers signes cliniques. A des températures inférieures a 22 ° C, I'évolution de la
maladie est plus longue (60-70 jours) et le taux de récupération plus faible. Bien que la
maladie peut survenir chez des spécimens plus agés, avec des mortalités généralement moins

importantes, les poissons plus jeunes sont plus sensibles (Bovo et Florio, 2008).

1.3  Les especes parasitaires

Plusieurs parasites telles que les Myxozoaires (Alvarez-Pellitero et al., 1995 ; Sitja-Bobadilla
et Alvarez-Pellitero, 2001 ; Fioravanti et al. 2006a; 2006b ; Athanassopoulou, 2007), les
Monogenes (Paperna et al.,, 1977 ; Padros et Crespo 1995 ; Vagianou et al., 2004),
Microsporidies (Mathieu-Daude et al., 1992 ; Abela, 1996) et les Digenes (Padros et al.,
2001a ; Holzer et al., 2007), ont été signalées dans 1’élevage de la daurade royale (Sparus
aurata), associées a la mortalité de cette espéce aquacole.

36

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mahammed Zidour, Université de Lille, 2018

Etat de lart Principaux contaminants biologiques et mesures de surveillance

La plus répandu est la maladie de Myxosporidiose dont 1’agent causal est Enteromyxum leei
(anciennement Myxidium leei). Avec d’autres parasites entéromyxosporidiens, Myxidium leei
est 'un des problémes majeurs de Il'aquaculture marine. Son infection est chronique. Les
caractéristiques de cette maladie sont la léthargie, abdomen distendu, hyperpigmentation et

une nécrose qui produit une odeur nauséabonde, une fois étendue aux revétements intestinaux.

Les poissons affectés deviennent anorexiques et émacies, et finissent par mourir avec une
forme typique de « couteau » et un abdomen gonflé. Cette infection est particuliérement
agressive chez les daurades (Montero et al., 2007 ; Alvarez-Pellitero et al., 2008). Cependant,
L’ E.Leei est signalé pour la premiére fois dans la daurade royale de Chypre (Diamant, 1992),
le parasite a été trouvé associé a la morbidité et a la mortalité en Israél (Diamant et al., 1994),
en Grece (Le Breton et Marques, 1995 ; Athanassopoulou et al., 1999), en France (Sakiti et
al., 1996), en Iltalie (Fioravanti et al., 2004), en Espagne (Alvarez-Pellitero et Sitja-Bobadilla,
1993), ainsi que chez d'autres especes de sparidés (p. ex., daurade royale, daurade rouge,
daurade blanche et daurade commune (Diplodus vulgaris) (Kent et al., 2001 ; Padros et al.,
2001 ; Athanassopoulou, 2007).

2 Mesures de surveillance

La surveillance des risques et des maladies dues aux différents agents pathogenes susceptibles
d’affecter I’activité aquacoles de par le monde est une priorité pour 1’ensemble des entités
politiques. La surveillance consiste a un examen constant d'une population donnée en vue de
déceler l'apparition des maladies. Elle est nécessaire pour prouver qu’une région ou un pays

est exempt d'une maladie ou d’un agent pathogeéne donné

Le programme national de surveillance et de prophylaxie doit étre prévu dans un cadre
réglementaire. Parmi les exemples de la 1égislation qui s’applique a la protection sanitaire des
animaux aquatiques ; La directive 91/67/CEE de I'Union européenne, la législation nationale
britannique pour la prophylaxie des maladies de poissons et la législation norvégienne sur les

maladies des animaux aquatiques.

Il est important que toute législation confere aux autorités compétentes le droit légal de
prendre des mesures spéciales en cas de suspicion d’une maladie importante sur le plan socio-
économique dans le secteur de 1’aquaculture. Ces mesures dépendent du type de maladie a

maitriser.
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Dans les pays développés des institutions nationales, comme la FDA aux USA, et/ou
interétatiques comme en Europe prennent en charge les missions de surveillance et d’alertes
concernant les épizooties touchant le domaine aquacole notamment. Ces institutions
consultatives, ont parfois autorités pour émettre des alertes sanitaires concernant des épisodes
infectieux exceptionnels. D’une part pour limiter les impacts sanitaires et environnementaux
mais aussi les contre coups socio-économiques pouvant découler de ce type d’événement. En
cas de défaillance au niveau étatique de certains pays dans ces missions de surveillance, soit
par manque de moyens ou de négligence, les institutions internationales telles que la FAO
peuvent se substituer dans ce réle de surveillance et de donneur d’alerte en fournissant aide et

assistance aux états concernés.

En Europe le laboratoire de référence de I'Union européenne (EURL) pour les maladies des
poissons, financé par la Commission européenne et situé a I'Institut vétérinaire national au
Danemark, a pour fonctions I'hnarmonisation des procédures de diagnostic pour les maladies a
déclaration obligatoire des poissons en Europe. Les missions de I’EURL sont décrites dans la
directive 2006/88 / CE du Conseil. L'un des principaux objectifs de 'EURL est d'assurer la
qualité du diagnostic des maladies des poissons dans les Etats membres et d'harmoniser les
procédures et les méthodologies appliquées pour contrer les épizooties touchant

particuliérement les activités liées a la péche et a I’aquaculture.

L'accent mis sur la gestion de la maladie devrait étre la prévention, qui sera probablement plus
rentable que la guérison. Cela peut conduire a moins dépendre de l'utilisation de produits
chimiques (antimicrobiens, désinfectants et pesticides), qui traitent en grande partie les
symptdémes du probleme et non la cause (Planas et Cunha., 1999). Plusieurs mesures sont

essentielles & appliquer aux établissements d’aquaculture. Ces mesures sont décrites ci-apres.

2.1.  Sélection des sites

La localisation ainsi que son organisation sont deux points primordiaux d’un site aquacole
permettant de réduire au minimum le risque d’introduction d'agents pathogenes. En d’autres
termes, les élevages devraient de préférence étre situés a terre ; ceux qui se trouvent en eau de
mer doivent étre isolés et se trouver a une distance suffisante des autres élevages ou salles
d'abattage pour éviter la propagation des agents infectieux par I’eau. (Jarp et Karlsen, 1997),
ont révélé dans une étude épidémiologique sur ’anémie infectieuse des salmonidés (AIS)

que le risque de contamination par un élevage voisin double si celui-ci se trouve a moins de 5
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km. De méme, les élevages situés dans des eaux de surface peuvent aussi étre exposes a un
risque plus éleve de foyer que ceux qui se trouvent dans des zones cotiéres plus ouvertes. Il
est aussi utile de disposer de sites complémentaires pour pouvoir séparer les classes d'age et

comptabiliser les entrées et les sorties.
2.2. Traitement de I’eau

L'eau approvisionnant les écloseries marines et les établissements d’aquaculture situés a terre
devrait cependant étre désinfectée avant utilisation, afin d’éviter toute contamination.
Cependant, la désinfection de I'eau utilisée ainsi que des eaux usées dans les écloseries est un
moyen efficace de prévention des maladies. Les technologies utilisées tels que le chauffage,
I’0ozonation, la chloration et I’irradiation par les UV doivent assurer une optimisation de
certains facteurs tels que I’oxygénation, I’élimination des gaz nocifs dissous dans l'eau, le

controle de la température et la désinfection (Torgersen et Hastein, 1995).

2.3. Aquaculture

En plus du choix de site et la qualité de I’eau, il existe d’autres facteurs pour réduire les
facteurs pathogenes. Ces facteurs sont liés aux conditions proprement dites d’élevage
aquacole. Il est important de respecter la densité optimale des poissons afin d’éviter le stress
di a la surpopulation. De méme, il est également a désinfecter des ceufs avant leur
introduction dans les écloseries de séparer les classes d’age avec dénombrement des entrées et
des sorties et de réduire les manipulations des poissons (Bergh et Jelmert, 1996 ; Salvesen et
Vadstein., 1995)

De plus, I’application d’un programme systématique de contréle sanitaire permet aussi
d’empécher l'apparition de foyers de maladies graves et d’éviter le transfert accidentel d’une
maladie d’un élevage a ’autre, la contamination des populations sauvages ou vice versa
(Carey et Pritchard, 1995). A cet égard, il est aussi nécessaire de connaitre ’état sanitaire de
ces populations car des individus sauvages sont souvent introduits dans les élevages de
poissons marins (Slettan, 1995). Il est donc essentiel que soit mis en place un programme de
contr6le sanitaire efficace comportant des inspections professionnelles régulieres et des étapes

de diagnostic, de méme qu’une régionalisation et une restriction des transferts de poissons.
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2.4. Vaccination

Dans I’aquaculture la vaccination est largement employée pour protéger les poissons contre
les différentes maladies bactériennes (Newman et Deupree, 1995). L'utilisation correcte de
vaccins efficaces est 1'un des outils essentiels de la lutte organisée contre les maladies
infectieuses graves dans les espéces de poissons. L’un des gros avantages de la vaccination
contre les maladies bactériennes courantes est la diminution de [l'utilisation des produits
antimicrobiens (Grave et al., 1996 ; Lund et al., 1992). Cependant, les vaccins destinés aux
poissons doivent étre reconnus comme des produits biologiques et devraient étre approuvés
par les autorités compétentes du pays concerné. Plusieurs aspects doivent cependant étre pris
en considération a cet égard (Hastein, 1988 ; Lillehaug, 1996 ; Radseth et Knapskog,
1996). La maladie contre laquelle il faut vacciner, la méthode de vaccination (immersion,
bain, injection), le moment de la vaccination et ses modalités (vaccination unique/

revaccination/température).

2.5. Traitements médicamenteux

Afin de maitriser les foyers des maladies, Il est parfois nécessaire de recourir a des traitements
médicamenteux pour lesquels il n’existe pas encore de vaccin. Plusieurs médicaments peuvent
étre utilisés a cette fin (Austin, 1988 ; Hastein, 1994). Parmi ces médicaments ; les
antibiotiques qui constituent le traitement de premiere ligne contre les infections bactériennes

et jouent donc un role essentiel dans la médecine moderne (Davies et al., 2013).

Les antibiotiques tels I'oxytétracycline (OTC) et I'acide oxolinique (OA) sont les plus utilisés
dans l'aquaculture méditerranéenne des aliments pour animaux (Rigos et Troisi, 2005).
Cependant, l'utilisation de molécules antimicrobiennes en aquaculture est régie par une variété
de facteurs incluant la législation et la réglementation en vigueurs, le pathogene considéres (et
le profil d’antibiorésistance), le moment du traitement, I'état pathologique de 1'hote et les
parameétres environnementaux (salinité, température, photopériode, etc.). Les données sur les
quantités d'antibiotiques utilisées en aquaculture sont rares, car peu de pays contrblent la
quantité d'antibiotiques utilisés (Smith et al., 2007). En général, l'utilisation des antibiotiques
en aquaculture dépend des reglementations locales, qui varient considérablement. Dans
certains pays (en particulier en Europe, en Amériqgue du Nord et au Japon), les
réglementations sur l'utilisation des antibiotiques sont strictes et quelques antibiotiques sont

homologués pour I'aquaculture
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En Europe, par exemple, la pratique de I'antibiothérapie prophylactique non thérapeutique a
été interdite en 2001 par la directive de I'UE sur les médicaments veétérinaires, telle que
modifiée et codifiée dans la directive 2001/82 / CE [10,11,12]. En Norvege, une surveillance
réglementaire plus stricte de l'utilisation des antimicrobiens, conjuguée a des vaccinations
accrues et a une excellente gestion, explique en partie une baisse de 99% de l'utilisation des
antimicrobiens entre 1987 et 2013, malgré une production aquacole multipliée par plus de 20
(O’ Neill, 2015). Cependant, 90% de la production aquacole mondiale est pratiquée dans les
pays en développement, dépourvue de réglementation claire sur I'utilisation des antibiotiques
dans ce domaine (Chuah et al., 2016), ce qui entraine une grande variabilité dans l'utilisation
des antibiotiques. Cependant, I'augmentation des souches résistantes, voire multirésistantes,
est une source de préoccupation majeure. Les bactéries peuvent acquérir des résistances aux
antibiotiques soit par mutation, soit plus probablement par transfert de géne horizontal dans
I'environnement, par transformation naturelle, transduction ou conjugaison (Aminov, 2011 ;
Taylor et al., 2011). De plus les traitements antibiotiques se caractérisent par une action non
specifique touchant tout aussi bien les microorganismes pathogénes que les microorganismes
bénéfiques, sans oublier la persistance de ces molécules dans les tissus et leur possible

accumulation chez le consommateur final.

Les systémes aquacoles et les fermes ont été désignés comme « réacteurs génétiques » ou «
points chauds pour les génes de résistance » ol un échange génétique important et une
recombinaison peuvent se produire, ce qui peut faconner I'évolution des futurs profils de
résistance (Muziasariet al., 2016). 1l a été estimé que 90% des bactéries provenant de I'eau de
mer sont résistantes a un ou plusieurs antibiotiques et jusqu'a 20% des bactéries sont
résistantes a au moins cing antibiotiques (Martinez, 2003). L'utilisation prolongée
d'antibiotiques en aquaculture augmente la pression sélective sur les populations bactériennes,
méme a des concentrations d'antibiotiques inférieures a la concentration minimale inhibitrice
de la population sauvage sensible (Gullberg et al., 2011). Etant donné que les antibiotiques
sont relativement stables et peu biodégradables, des quantités résiduelles d’antibiotiques
peuvent demeurer dans le poisson et les mollusques et crustacés commercialisés pour la

consommation (Santos et al., 2016).

2.6. Probiotiques comme stratégies alternatives aux antibiotiques

Les problemes croissants associés aux maladies infectieuses chez les poissons, l'utilisation
fréquente de médicaments pour le traitement et la prévention de ces maladies et
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l'augmentation rapide de la résistance a ces antibiotiques représentent des défis majeurs pour

cette source de production alimentaire dans le monde entier (Bourouni et al., 2012).

De ce fait, ’utilisation des bactéries probiotiques se présente comme une alternative majeure
pour le contr6le des agents pathogeénes potentiels (Gomez-Gil et al., 2000). Ainsi, remplacer
les médicaments par des probiotiques efficaces et peu colteux était devenu de plus en plus
évident et nécessaire pour éviter la résistance dans les sites de pisciculture et les résidus
d'antibiotiques dans la chair de poisson destinée a la consommation humaine (Balcazar et al.,
2006 ; Rengpipat et al., 2008). De plus, ils sont devenu I'objet de recherches intensives dans

I'union européenne, le japon et les Etats-Unis (Panigrahi et Azad, 2007).

Les probiotiques sont définis comme étant des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont
ingérés en quantité suffisante, exercent des effets positifs sur la santé, au-dela des effets
nutritionnels traditionnels (FAO / OMS, 2001). Ces microorganismes colonisent donc
I'appareil gastro-intestinal de I’héte et s’y installent en améliorant ainsi 1’équilibre microbien
intestinal et 1’état de santé général du poisson (Gatesoupe, 1999). Sur la base de leurs
mécanismes d’action, les probiotiques peuvent créer un environnement hostile pour les agents
pathogénes par la production des antimicrobiens et I’inhibition de 1’expression des genes de
virulence. Cependant, les effets antimicrobiens des probiotiques sont liés a la production
d’antibiotiques, bactériocines, acides gras, peroxyde d’hydrogénes, enzymes lytiques ou

acides organiques.

En milieu aquatique, Verschuere et al. (2000) ont défini un probiotigue comme « un
complément microbien vivant qui a un effet bénéfique sur I'hote en modifiant la communauté
microbienne associée a I'n6te, en améliorant l'utilisation de I'aliment ou en améliorant sa
valeur nutritionnelle, en améliorant la réponse de I'h6te a la maladie ou en ameliorant la
qualité de son environnement ambiant ». De ce fait, l'utilisation des probiotiques, en
aquaculture industrielle, s’est imposée comme nécessaire. Ainsi Yasuda et Taga, (1980),
suggerent que les bactéries probiotiques soient utilisées non seulement comme aliment mais
aussi comme des agents biologiques régulateurs de 1’état sanitaire des poissons. Leur
incorporation dans la formulation des régimes alimentaires destinés aux poissons aux
différents stades larvaires, afin de réduire les affections tout en limitant au minimum les codts,

fat alors envisagée a grande échelle (Ganguly et Prasad, 2012).
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Les microorganismes probiotiques (Tableau 3) ciblés actuellement, pour une utilisation
comme agents de lutte biologique en aquaculture sont les bactéries lactiques (Lactobacillus et
Carnobacterium), bien que d'autres genres ou espéces aient également été étudiés,
appartenant au genre Vibrio, au genre Bacillus ou au genre Pseudomonas, et aussi Aeromonas

et Flavobacterium (Pérez-Sanchez et al., 2014).

En pratique, I’utilisation de bactéries lactiques est due au fait que ces bactéries produisent
souvent les bactériocines ; peptides antimicrobiens synthétiseées par des ribosomes et d'autres
composés chimiques qui peuvent empécher la croissance des bactéries pathogenes et renforcer

I’immunité des poissons (Gildberg et al., 1997 ; Carnevalli et al., 2004).

Plusieurs bactéries ont été employées comme probiotiques dans les élevages larvaires de
plusieurs animaux aquatiques. Celles-ci pouvant étre directement additionné dans I'eau, ou par
l'intermédiaire de vecteurs vivants tels que des larves d’Artemia (nauplii) et/ou des rotiféres,
ou bien encore ajoutées directement a lI'alimentation séche granulée (Gomez-Gil et al., 2000).
Par conséquent, 'utilisation des probiotiques est actuellement de plus en plus en vogue pour
parer l'effet des infections bactériennes mais également virales et fongiques en aquaculture

industrielle.

Outre les bactéries lactiques, d’autres especes telles les bactéries appartenant au genre
Bacillus sont décrites comme ayant un bon potentiel pour un usage probiotique notamment
dans I’industrie aquacole. Bacillus est un genre bactérien important constitué d'un groupe
hétérogéne d'organismes aérobies ou anaérobies facultatifs, comprenant au moins 172

especes, formant des endospores, Gram positif, en forme de batonnet (Liu et al., 2013).

B. pumilus est fréquemment isolée des milieux marins (Ettoumi et al., 2009 ; Miranda et al.,
2008) et a montré sa capacité a produire des substances ayant une activité antibactérienne, y
compris le premier antibiotique pumilin (Bhate, 1955). Plus récemment la souche B. pumilus
SBUG 1800 a éte identifié pour produire des 2,5-dicétopipéerazines (DKP), un certain nombre
de pumilacidines et d'enzymes bacteriolytiques differentes (Brack et al., 2015). Une autre
bactérie marine appelée B. pumilus KMM 1364 produit quant a elle un mélange de
lipopeptidiques analogues de la surfactine (Kalinovskaya et al., 2002). En termes de
bactériocines, B. pumilus WAPB4 produit de la pumilicine 4, bactéricide a la fois pour le
staphylocoque doré et les entérocoques résistants a la vancomycine (Aunpad et Na-
Bangchang, 2007).
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Tableau 3. Les probiotiques utilisés en aquaculture et I’effet sur leurs hotes (Pérez-Sanchez et al., 2014)

Espéces hotes

Potentiel probiotique

Effet sur ’hote

Les références

Truite arc-en-ciel
(Oncorhyncus mykiss)

Lactobacillus rhamnosus JCM

1136

Altération dans les profils sanguins

(Panigrahi et al., 2010)

Truite arc-en-ciel
(Oncorhyncus mykiss)

Aeromonas sobria GC2
bacillus subtilis JB-1

Résistance accrue a Yersinia ruckeri

(Abbass et al., 2010)

Truite arc-en-ciel
(Oncorhyncus mykiss)

Enterobacter sp.C6-6 et C6-8

Résistance accrue a Flavobacterium
psychrophilum

(Burbank et al.,2011)

Truite arc-en-ciel
(Oncorhyncus mykiss)

Lactobacillus plantarum
CLFP3, lactococcus lactis
CLFP 25 leuconostoc
mesenteroides CLFP 68

Expression de génes de cytokines et
résistance accrue a Lactococcus
garvieae

(Perez-Sanchez et al., 2011b)

Truite arc-en-ciel
(Oncorhyncus mykiss)

Pseudomonas sp.MSB1

Inhibition of Lavobacterium
psychrophilum in vitro

(Strom-Bestor and Wiklund, 2011)

Truite arc-en-ciel
(Oncorhyncus mykiss)

Truite arc-en-ciel
(Oncorhyncus mykiss)

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Stimulation immunitaire, améliorer la
croissance et Résistance accrue a
Yersinia ruckeri

Performance de croissance accrue une
stimulation immunitaire

(Tukmechi et al., 2011)

(Sheikhzadeh et al., 2012)

Tilapia du Nil
(Oreochromis niloticus)

Saccharomyces cerevisiae

protection contre la vibriose
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Modulation des communautes
Tilapia du Nil Pediococus acidilactici CNCM bactériennes intestinales et stimulation
(Oreochromis niloticus) MA 18/5M de la réponse immunitaire non
specifique

((Ferguson et al., 2010)

Inhibition de la croissance des espéces
Bacillus sp. C5118 Aeromonas et Pseudomonas dans (Del’Duca et al., 2013)
I’intestin des poissons

Tilapia du Nil
(Oreochromis niloticus)

Tilapia du Nil

S Aeromonas, Pseudomonas Production élevée d’amylase (Sugita et al., 1996)
(Oreochromis niloticus)

Stimulation immunitaire et résistance
accrue a I’infection par le virus de la  (Harikrishnan et al., 2010)
maladie Lymphocystis

Cardeau hirame Lactobacil et sporolac (produits
(Paralychtys olivaceus) commerciaux)

Cardeau hirame Stimulation immunitaire et résistance

(Paralychtys olivaceus) Zooshikella sp.JE-34 accrue a Streptococcus iniae (Kim etal., 2010)

Coquille st-jacques

. Alteromonas haloplanktis résistance accrue a Vibrio anguillarum (Riquelme et al., 1996)
(Pecten maximus)
Coquille st-jacques Roseobacter BS107 Amélioration de la survie larvaire (Ruiz-Ponte et al., 1999)
(Pecten maximus)
Crevette . Pseudomonas synxantha résistance accrue a Vibrio harveyi (Hai et al., 2009)
(Penaeus latisulcatus) Pseudomonas aeruginosa
Crevette géante tigree Bacillus résistance accrue a la luminescence (Moriarty, 1998)

(Penaeus monodon) des especes Vibrio
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Crevette géante tigrée Stimulation immunitaire et résistance

(Penaeus monodon) Bacillus S11 accrue Vibrio harveyi (Rengpipat et al., 2000)
Perche commune Pseudomonas chlororaphis Colonisation intestinal et résistance (Gobeli et al., 2009)
(Perca fluiviatilis) JF3835 accrue a Aeromonas sobria N

Lactococcus lactis CLFP 100

. Stimulation immunitaire et résistance
leuconostoc mesenteroides

accrue a Aeromonas salmonicida

Truite commune européenne

(Salmo trutta) (Balc_azar et al., 2007b)

CLFP 196
Agrobacterium, Pseudomonas,
?g; ?\IIZI?ES;/ZIIIS{MS) E/Iriec\;lobk?;ctg;?ur?ﬁ Contribution au processus nutritionnel (Ring et al., 1995)

Staphylococcus

Turbot Lactobacillus plantarum ou

. Protection contre la vibriose (Gatesoupe, 1994)
sp.carnobacterium

(Scophtalmus maximus)

Croissance améliorée et réduction de

Sll_ure glane _ Enterococcus faecium I’incidence d Escherichia coli, (Bogut et al., 2000)
(Silurus glanis) Staphylococcus aureus et sp.

Clostridium
Daurade royale Diminution de la mortalité des larves

Lactobacillus fructivorans (Carnevali et al., 2004)

(sparus aurata ) et des alevins

Expressions des différents géenes
Daurade royale Bacillus subtilis CECT 35 |[npllques dgns le développement de
(sparus aurata ) I’inflammation et les processus de
digestion

(Cerezuela et al., 2013)
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En plus de la production de composés antimicrobiens, les intéréts pour les bacilles
augmentent en tant que probiotiques potentiels pour lI'aquaculture. L'accumulation de données
scientifiques pronait les allégations probiotiques de B. subtilis, B. licheniformis et B. pumilus
(Nayak, 2010 ; Olmos et Paniagua-Michel, 2014 ; Sreenivasulus et al., 2016). De nombreuses
souches de B. pumilus ont été décrites pour caractéres bénéfiques et leur utilisation possible
en aquaculture, en tant que probiotique, pour contréler les maladies bactériennes et diminuer

I'utilisation d'antibiotiques (Prieto et al., 2014, Sreenivasulu et al., 2016).
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1. Eléments Traces Métalliques (ETMs)

La pollution d’origine métallique constitue un des risques majeurs dans le monde actuel. C’est
un probléme d’actualité qui préoccupe toutes les autorités publiques. Souvent, désignés sous
le nom des « métaux a I'état de traces » ou par extension « éléments traces », les métaux
lourds sont des élements chimiques naturels caractérisés par une masse volumique élevée
supérieure & 5g.cm™. s sont présents dans les milieux a faibles doses (du ng. L™ au pg. L™)
et sont souvent réputés étre toxiques (Rollin et Quiot, 2006).

Les éléments traces, au nombre de 68, ne représentent en masse que 0,6 % du total de la
croute terrestre et sont présents & des concentrations inférieures & 10° M dans I’eau de mer
(Miquel, 2001 ; Neff, 2002). De nombreux ETMs sont essentiels a la vie (Bowen., 1979 ;
Harrison et Hoare, 1980). Parmi ceux-ci, le chrome (Cr), le cobalt (Co), le cuivre (Cu), le fer
(Fe), le manganése (Mn), le molybdéne (Mo), le nickel (Ni), le vanadium (V) et le zinc (Zn).
Les métaux lourds non essentiels comprennent habituellement le cadmium (Cd), le plomb

(PDb) et le mercure (Hg).

Les ETMs sont naturellement présents dans la crodte terrestre et sont dispersés dans
I’environnement suite a 1’érosion des roches et aux retombées atmosphériques lors de feux de
forét ou d’éruptions volcaniques (Brignon et al., 2005). Toutefois, la présence de métaux dans
les milieux aquatiques est globalement attribuable aux activités humaines telles que

I’industrialisation, I’urbanisation et les pratiques agricoles.

Contrairement aux polluants organiques qui peuvent étre dégradés en composants moins
nocifs par des processus biologiques ou chimiques, les ETMs sont considérés comme des
polluants non dégradables qui exercent par conséquent une pression chronique et diffuse sur
les écosystéemes aquatiques (Thévenot et al., 2009). Dans cette étude, trois métaux sont

étudiés en particulier : le Cu, le Ni et le Cd.

1.1. Cuivre

1.1.1.  Sources naturelles et propriétés

Le Cu est présent dans I’environnement de manicre ubiquiste. Sa concentration dans 1’écorce
terrestre est estimée & environ 70 mg.kg™. Le Cu est I'un des rares métaux a se trouver

naturellement dans la nature. Il se présente dans des minerais sous forme de sels contenant 30
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a 90% de Cu. Les minerais les plus importants sont la chalcopyrite (minerai sulfuré), 1’azurite

bleue et la malachite verte (minerai carbonate).

Métal de couleur rougeatre, le Cu est malléable et ductile. Il possede une trés grande
conductivité électrique et thermique. Il présente une certaine résistance a l'air, a lI'eau et a la
corrosion. Le Cu présente aussi des propriétés antisalissures. Ses propriétés en fond un
matériau trés utilisé dans 1’industrie électrique (cables) et thermique (tuyaux). Il sert aussi a la
fabrication d’ustensiles de cuisine (chaudrons, casseroles). En métallurgie, il entre dans de
nombreux alliages comme le laiton (Cu et Zn), le bronze (Cu et étain), le maillechort (Cu, Ni
et Zn). En agriculture, le Cu sous forme de sels de Cu (sulfate, acétate, dérivés organiques) est

utilisé comme fongicides ou algicides (Monbet et Coquery, 2013).

Le Cu est un metal essentiel, car il est indispensable au métabolisme des étres vivants
(Clemens, 2001 ; Atli et Canli, 2011 ; Tercier Waeber et al., 2012). 1l est impliqué dans la
formation d’hémoglobine et la maturation des polynucléaires neutrophiles et est un cofacteur
spécifiqgue de nombreuses enzymes et métalloprotéines de structure intervenant dans le
métabolisme oxydatif, la respiration cellulaire, la pigmentation... (OMS-IPCS, 1998). De
plus, chez les mollusques, le sang renferme un pigment respiratoire a base de cuivre,

I’hémocyanine.

1.1.2. Sources anthropiques et niveau de contamination

Le Cu présent dans les écosystéemes cotiers, provient essentiellement du rejet des eaux usées
urbaines et industrielles (métallurgie, chimie) et du lessivage des sols agricoles. Cependant,
c’est un ingrédient commun dans les peintures des coques de navire qui sont appliquées sur
les navires de surfaces et dans I'ingénierie offshore (Kennish, 1997). En dehors des pollutions
industrielles ou de traitements agricoles, ce métal provient habituellement de la corrosion des

tuyauteries de distribution.

Dans les milieux aquatiques, la concentration moyenne mondiale en Cu a été estimée entre 1
et 5 ug. L™ (Martin et Windom, 1991). Selon la base de données « Foregs Geochemical
Atlas », les concentrations dissoutes en Cu mesurées dans les eaux de mer en Europe varient
entre 0,08 et 15 nug. L™ pour une médiane estimée a 0,88 pg. L™. En France, une gamme de

concentration similaire a été rapportée sur le bassin de la Seine (0,3 & 12,6 pg. L™) - (Lebrun
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et al., 2014). Des concentrations supérieures & 16 pg. L™ de Cu ont été enregistrées dans le

bassin Ardiéres-Morcille, connu pour ses activités viticoles (Montuelle et al.,2010).
1.2. Nickel

1.2.1. Sources naturelles et propriétes

Le Ni est un oligo-élément qui représente 0,8 a 0,9 % de la crolte terrestre. Dans
I’environnement, le Ni est présent a des concentrations trés faibles. Le Ni est un métal ductile
et malléable de couleur blanche ou argentée. Il posséde une bonne résistance a 1’oxydation et
a la corrosion et est ferromagnétique. Il entre dans de nombreux alliages ; les alliages Fe-Ni
(écrans cathodiques, cryogénie, etc.), les alliages Cu-Ni (résistance a la corrosion en milieu
marin) et les superalliages (turboréacteurs, chaudiéeres, moteurs d'avion). Il est ajouté a I'or

pour obtenir des teintes particuliéeres (or jaune, or rosé, or blanc).

Physiologiquement, des traces de Ni sont essentielles pour les fonctions de croissance et de
reproduction des animaux, ce qui indique que le Ni peut étre considéré comme un oligo-

élément essentiel (Woo et al., 2009).

1.2.2. Sources anthropiques et niveau de contamination

La contamination des milieux aquatiques en Ni provient principalement des activites
minieres, du raffinage et de la combustion d’énergie fossile (Chau et Kulikovsky-Cordeiro,
1995 ; Eisler, 1998 ; Mukherjee, 1998). Le Ni entre également dans la composition de piles en
Ni-Cd, tout comme dans de nombreux matériaux de construction et peut rejoindre les milieux

aquatiques lors du ruisselement des eaux pluviales.

En Europe, les concentrations dissoutes de Ni peuvent varier de 0,03 a 24 ug. L™ pour une
médiane de 1,91 pg. L™, En France, les valeurs maximums ont été enregistrées en Bretagne
(environ 7 & 8 pg. L™) (Foregs Geochemical Atlas). Les valeurs peuvent atteindre 2 000 pg. L
! dans les eaux polluées pres des sites industriels, comme c’est le cas des rivieres de 1’Ontario

au Canada (Chau et Kulikovsky-Cordeiro, 1995 ; Eisler, 1998).
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1.3. Le cadmium

1.3.1. Sources naturelles et propriétés

Le Cd est naturellement présent a 1’état de traces dans les roches superficielles de 1’écorce
terrestre. 1l est principalement associé au Zn dans les minerais de Zn. Le Cd est également

présent dans des minerais de Pb et de Cu ainsi que dans des phosphates naturels.

A I'exception de son role biologique découvert par Price et Morrel (1990), dans des conditions
de limitation du Zn, le Cd favorise la croissance de la diatomée dans les diatomées marines
Thalassiosira weissflogii (Price et Morel, 1990 ; Lee et al., 1995). Le Cd n’a aucun role
biologique en raison de sa haute toxicit¢é méme a des concentrations trés faibles. C’est un

métal non essentiel pour les organismes (Cullen et al., 1999, Lane et al., 2005).

1.3.2.  Sources anthropiques et niveau de cadmium

L’apport de Cd aux milieux cotiers provient en partie du compartiment atmosphérique
(fumées et poussieres des fonderies, des produits de I’incinération des matériaux recouverts

de Cd) et provient d’autre part des lessivages des terrains agricoles renfermant des engrais.

Les concentrations en Cd dans les milieux aquatiques sont généralement trés faibles
(concentrations de ’ordre du ng. L™). La concentration de Cd dans I'eau de mer peut varier de
0,1 4 10 ng. L™ dans les eaux libres et de 10 & 60 ng. L™ dans les eaux cotiéres (Kennish,
1997). En Europe, les concentrations en Cd dans les milieux aquatiques sont généralement
trés faibles entre 0,002 et 0,010 pg. L™. Toutefois, en France, des concentrations dissoutes les
plus élevées sont recensées dans la région de Bretagne (entre 0,100 et 0,119 pug. L™) (Foregs
Geochemical Atlas).

2. Bioaccumulation des métaux

La présence des ETMs dans les milieux aquatiques induit des effets dévastateurs sur
I’équilibre écologique de I’environnement aquatique (Katemo Manda et al., 2010). Les
milieux aquatiques sont trés sensibles aux éléments traces métalliques par la coexistence des
phénomenes de bioaccumulation et de bioamplification. En effet, la bioaccumulation est
souvent un bon indicateur de I'exposition chimique des organismes dans les écosystemes
pollués (Phillips et Rainbow., 1994).
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2.1. Définitions

Par definition la bioaccumulation désigne la capacité des organismes a absorber et
concentrer certaines substances chimiques, éventuellement rares dans I'environnement
(oligoéléments utiles ou indispensables ou toxiques indésirables). Selon Ramade (1992), c’est
le processus par lequel un organisme vivant absorbe une substance a une vitesse plus grande

que celle avec laquelle il I’excréte ou la métabolise.

Par ailleurs, Ribeyre et Boudou (1989) définissent la bioaccumulation comme étant le résultat
des processus par lesquels le contaminant entre dans 1’organisme et des processus de
décontamination, une combinaison des mécanismes d’excrétion vers 1’environnement et de

biotransformation endogene.

La bioconcentration, aussi appelée la bioaccumulation par I'individu, est définie comme le
processus par lequel la concentration en contaminant dans un organisme vivant est supérieure
a celle de leur biotope (Ogindo, 2001 ; Tabinda et al., 2010). Ce processus d'accumulation
s'exprime par une constante issue du rapport entre la concentration d’un composé étudié dans
le biotope et la concentration dans l'organisme. Cette constante porte le nhom de facteur de
bioconcentration (FBC). Le FBC peut étre défini comme le rapport de la concentration d’un
¢lément dans un organisme en état d’équilibre a sa concentration dans le biotope (Veith et al.,

1979 ; Ramade, 1992).

La bioamplification ou biomagnification, connue par la bioaccumulation entre individus,
désigne le processus selon lequel la concentration d’un contaminant dans un biotope a

tendance a augmenter le long d’une chaine alimentaire.

Les deux voies principales par lesquelles les éléments métaux traces sont accumulés dans les
organismes aquatiques sont la voie dissoute (le métal en solution dans I’eau) et la voie
trophique (ingestion de nourriture contaminée). Dans les deux cas, la pénetration des métaux
nécessite de franchir les structures biologiques spécifiques comme le revétement extérieur et
surtout 1’épithélium branchial pour les contaminants présents dans 1’eau et I’ensemble du
tractus digestif pour les métaux associés aux particules ou contenus dans les proies ingérées
(Urien, 2015).
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2.2. Voie dissoute et le modéle de I’ion libre

Nous ne décrirons ici que la voie dissoute de pénétration des métaux dans les organismes de

par les objectifs de notre travail.

Chez les organismes aquatiques, le transport des métaux en solution vers I’intérieur se fait
principalement par les branchies (Verbost et al., 1989). L’assimilation du métal est fonction
de sa concentration sous forme ionique libre la plus disponible (Kushner,1993 ; Campbell,
1995). Cependant, la forte corrélation observée entre les effets biologiques et la concentration
de métal libre (Morel, 1983) a conduit aux deux modeles suivants : le modele de 1’ion libre
(FIAM ; de I’anglais Free lon Activity Model) et le modele du ligand biotique (BLM ; de
’anglais Biotic Ligand Model) (Di Toro et al., 2001).

Ainsi, la membrane plasmique est la barriere primaire engagée dans ce processus (Luoma,
1983) car elle constitue ’interface entre I’environnement et 1’organisme. Elle est composée
des transporteurs protéiques et des canaux ioniques engagés dans le transport d’ions a travers
la membrane (Campbell, 1995) auxquelles s’ajoutent occasionnellement la diffusion passive
qui ne nécessitent pas d’énergie (cas des complexes hydrophobes comme le Hg et le transport
accidentel via des canaux insuffisamment sélectifs - cas des complexes M-histidine par
exemple). L’endocytose, quant a elle, est majoritairement observée dans les membranes
intestinales et est donc relative a I’accumulation des ETMs par voie trophique (Luoma et al.,

2008 ; Simkiss et Taylor, 1995).

D’aprés Campbell, 1995, le modéle conceptuel de I’interaction métal-organisme, schématisé
dans la

Figure 14 , est composé de quatre étapes : 1) diffusion du métal de la solution vers la surface
biologique (couche de diffusion), 2) diffusion du métal a travers la couche protectrice
(mucus), 3) complexation du métal a des sites complexant de la membrane cellulaire, (4) prise

en charge du métal, i.e. internalisation.
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Figure 14 . Mode¢le conceptuel de I’interaction Métal-Organisme
(modifié d’aprés Campbell, 1995).

3. Effet des Métaux traces sur les organismes aquatiques

Les métaux sont des constituants normaux de I’environnement a 1’état de traces (Bryan,
1984). lls peuvent tous, que ce soit des ETMs dits essentiels ou des métaux dits non
essentiels, produire des effets toxiques au-dessus d’un certain seuil (Kucuksezgin, 2006 ;
Chiffoleau et al., 2003 ; Miquel, 2001 ; Turkmen et al., 2005 ; Lafabrie et al., 2007). En effet,
ils peuvent étre trés dangereux pour la santé de ’Homme et pour les autres étres vivants

(Fakayode, 2005).

3.1. Effet du cuivre

Le Cu est un élément essentiel au métabolisme des organismes bien qu'il puisse devenir
toxique si les concentrations intracellulaires dépassent les besoins de I'organisme et sa
capacité de détoxification (Atli et Canli, 2011 ; Viarengo, 1989 ;Tercier Waeber et al., 2012).
Le Cu est a ’origine de perturbations au niveau des espéces dans le milieu marin (Nakhle,
2005). La toxicité vis-a-vis des organismes marins dépend de la forme chimique du Cu et de

son état d’oxydation. De méme le Cu complexé est moins toxique que le Cu a I’état ionique.

Des concentrations élevées de Cu dissous montrent fréqguemment des effets toxiques
(Krumschnabel et al., 2005) et peuvent causer des dommages systémiques aux populations
d'animaux aquatiques. Cependant, le(s) mode(s) daction du Cu dissous au niveau des
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mécanismes biochimiques est(sont) encore mal compris dans les organismes aquatiques,

méme si le Cu en représente un des contaminants dominants (Nor, 1987).

3.2. Effet du nickel

Le statut du Ni est plus ambigué. Il a été montré que le Ni était essentiel pour la croissance
des végétaux et de quelques espéces de vertébrés mais les études visant a déterminer son role,
essentiel ou non, vis-a-vis des animaux aquatiques, ne sont pas concluantes (Chowdhury et
al., 2008 ; Eisler, 1998). Au cours de cette derniére décennie, un niveau croissant de
contamination de l'environnement en Ni s’est produit avec une exposition concomitante

croissante des organismes vivants a ce metal (Mufioz et Cosa, 2012).

Ce métal a induit une néphrotoxicité, une hépatotoxicité et une tératogenese chez les
invertébrés et les vertébrés (DeForest et Schlekat, 2013 ; Vijayavel et al., 2009). L'exposition
chronique au Ni est responsable du stress oxydatif, de la perturbation respiratoire et de
I'osmorégulation du désordre cellulaire et de la diminution de la viabilité naupliaire (Pane et
al., 2003 ; Jiang et al., 2013 ; Blewett et al., 2015). En effet, les expositions d'organismes
aquatiques au Ni dissous dans I'eau peuvent contribuer a la production de radicaux libres dans
les cellules et a I'appauvrissement de certaines enzymes antioxydantes (catalase, glutathion-S-
transférases, catalase, glutathion peroxydases...) - (Denkhaus et Salnikow, 2002 ; Attig et al.,
2010 ; 2014 ; Wang et Wang, 2010).

3.3. Effet du cadmium

Le Cd est fortement accumulé par les organismes marins. Son absorption est influencée par la
disponibilité de sa forme ionique libre qui est dépendante de la salinité, de la température et
du pH (Mubiana et Blust, 2007).

Les niveaux de pollution de I'environnement ont montré des corrélations positives avec les
concentrations retrouvées dans des échantillons de tissus. Les concentrations tissulaires
étaient souvent positivement corrélées avec la proximité de la source de pollution (Anderson
et al., 1978 ; Bagatto et Alikhan, 1987a ; Schmitt et al., 2006 ; Besser et al., 2007).

Il est maintenant clairement démontre qu'e le Cd est un métal hautement néphrotoxiques des
organismes vivants (Anderson et al., 1978 ; Eisler, 1985). La toxicité du Cd est attribuée a

I'induction du stress oxydatif, au dysfonctionnement de I'noméostasie calcique, a la déplétion
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des groupes sulfhydriles cellulaires (Petering., 2017) et & la substitution des métaux essentiels
fonctionnels (ex: le Zn) - (Petering, 2017 ; Valko et al., 2016) causant des lésions
cytotoxiques (ex. peroxydation lipidique et dommage a I'ADN). Une étude sur le copépode
planctonique marin Centropages ponticus, a montré qu’une exposition a une concentration de
0,2 ng. L™ de Cd peut provoquer un stress oxydatif en induisant une peroxydation lipidique
qui affecte de maniére significative I'activité enzymatique et la synthése des protéines (Ensibi
et Yahia., 2017).

Des travaux étudiant les effets toxiques des ETMs sur les organismes aquatiques ont montré
que globalement ces derniers peuvent étre observés a différents niveaux biologiques :
génétique (génotoxicité), biochimique (ionorégulation, activités enzymatiques...) ou encore
physiologique (diminution de la locomotion, prédation, reproduction...). lls peuvent se
traduire in fine par la mort des individus avec de possibles répercussions a 1’échelle de la
population (Urien, 2015). Les effets des trois métaux étudiés dans ce travail sur les

organismes aquatiques sont présentés dans le Tableau 4.
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Tableau 4. Etudes concernant I’impact du Cd, du Ni et du Cu chez les organismes aquatiques. Liste non-exhaustive (Urien., 2015).

Organisme Espece Temps d’exposition et dose Effet(s) Références
Cadmium (Cd)
N Locomotion
] ] (Felten et al., 2008)
Gammarus pulex 168 heures, 7.5 et 15 pg/L Y Alimentation
Amphipode _—
N Ventilation
Gammarus fossarum 3 et 7jours, 15 pug /L 7 Perturbation de I’osmorégulation (Issartel et al., 2010)
71 Génotoxicité
Bivalve Mytilus galloprovincialis 14 jours, 10 pg/L 7 Imminotoxicité (Rochaet al., 2014)
71 Cytotoxicité
Poisson Gambusia affinis 10 jours, 17 ug/L \ Reproduction (Cazan and Klerks, 2015)
Nickel (Ni)
) ) 7 Perturbation de 1’osmorégulation o
Gastéropode Lymnaea stagnalis 21 jours, 1.3 pg/L ] (Niyogi et al., 2014)
Y Croissance
Boi Prochilodus lineatus 24 et 96 heures, 25, 50 et 2500 mg/L 71 Génotoxicité (Palermo et al., 2015)
oisson
Oncorhynchus mykiss 117 heures, 12 pg/L \ Capacités respiratoires (Pane et al., 2003)
Cuinre (Cu)
Gammarus pulex 5jours, 0.5 - 100 pg/L N Métabolisme digestif (Lebrun et al., 2012)
Amphipode i
Gammarus pulex 4 a 24 heures, 25 -1000 ug/L 71 Perturbation de I’osmorégulation g%g%(;ks and Lloyd Mills,
. N 30 jours / 50 pg/L . . : .
Poisson Oreochromis niloticus Perturbation de 1’osmorégulation (Atli and Canli, 2011)

et 96h/0.1,0.5,1.0 et 15mg/L
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1. Description des matrices etudiées

1.1. Eau de mer

Les échantillons d’eau de mer d’un litre sont prélevés dans des flacons en verre stériles a
differents endroits. Un prélevement a eté effectué au niveau du canal de la Manche et les
autres prélévements aux niveaux de la station d’expérimentation d’aquaculture du Laboratoire
d’Océanologie et de Géosciences (LOG) de Wimereux et de la station d’expérimentation

Nausicaa de Boulogne sur mer (Tableau 5).

Tableau 5. Origine, codification et lieu de prélevement des eaux de mer

Origine d’eau Codes Lieu de prélevement Traitement

Manche orientale EMB Point de pompage -

Filtration (élimination des

EMNAC Pilote (cuve de 300 X .
particules en suspension)

Station de Nausicaa

a la sortie du systeme de Filtration (élimination des
filtration particules en suspension)

EMEB Pilote labo , Filtration blologlqyg
(élimination des bactéries)

EMNA

Station de Wimereux

EMTR Reserve de I’eau de mer -

1.2. Microalgue

La microalgue Rhodomonas sp cultivée dans la station marine de Wimereux au Laboratoire
d’Oceéanologie et de Géosciences (LOG), a été utilisée pour nourrir les deux espéces de
copépodes, E. affinis et A. tonsa. Les cultures sont réalisées dans des ballons de deux litres,
remplis d’eau de mer caractérisée par une salinit¢ de 33 et préalablement stérilisée a
I’autoclave, et enrichie avec du milieu de Conwy (Annexe 1). Cette culture a été maintenue en
laboratoire a 18°C et a une photopériode de 12h lumiére : 12h obscurité sous une lumiere
fluorescente d'une intensité de 2500lux. Un bullage artificiel a été appliqué afin d’assurer une

aération modérée.

1.3. Copépodes

Deux especes de copépodes ont fait I’objet de notre travail ; A. tonsa utilisée pour 1’analyse

microbiologique et E. affinis pour la bioaccumulation des métaux traces. Les cultures de ces
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copépodes ont été préparées en grand volume dans des cuves en plexiglas de 300L afin de

satisfaire tous les besoins de nos expérimentations en mateériel biologique.

1.3.1. Eurytemora affinis

E. affinis a été isolé de I'estuaire de la Seine en septembre 2014, est également cultivé dans la
station marine de Wimereux et a été acclimatée aux conditions de laboratoire selon le
protocole décrit par Souissi et al. (2016). E. affinis est cultivé dans une cuve en plexiglas
transparent de 300 litres remplie de I’eau de mer filtrée plusieurs fois a travers une membrane

de 1um de porosité et de salinité de 15 + 0,01psu ajustée avec de I'eau distillée.

La culture est effectuée a une température constante de 18°C, sous une aération modérée et
une photopériode de 12h d’obscurité /12h de lumiére sous éclairage fluorescent d’une
intensité de 2500lux. Les copépodes sont nourris tous les deux jours avec la micro-algue
Rhodomonas sp en phase de croissance selon la méthode décrite dans (Arias et al., 2016a). En
effet, les micro-algues collectées sont filtrés a travers un tamis d’une porosité de 33um.
Ensuite, une centrifugation de 50mL de filtrat est réalisée a 4000g pendant S5minutes a une
température de 18°C. Le culot récupéré est solubilisé dans de 1I’eau de mer de salinité 15psu et

rajouté a la culture des copépodes.

1.3.2. Acartia tonsa

A.tonsa a été obtenue auprés de I'Université de Roskilde. Cette espéce de copépode est
cultivée a la station marine de Wimereux pendant plusieurs générations dans les mémes
conditions qu’E. affinis. La culture mere est réalisée dans des bonbonnes en polycarbonate de

20 litres. Les copépodes sont nourris tous les deux jours avec I'algue Rhodomonas sp.

1.4. (Eufs d’Acartia tonsa

Les ceufs d'A. tonsa sont recueillis selon le protocole décrit par (Pan et al., 2015). La culture
mere (décrite dans le paragraphe 1.3.2) est filtrée a travers un tamis d’une porosité de 120 pum.
Les adultes récupérés sont transférés dans une nouvelle culture de 20litres afin d'obtenir des
ceufs fraichement pondus. Les ceufs de copépodes sont siphonnés a travers des mailles de 70
et 120um. Environ 15000 ceufs, lavés trois fois avec de 1’eau de mer stérile, sont placés dans
des tubes de couleur brune de 15ml. Ces derniers sont remplis d'eau de mer diluée stérile

(salinité 15psu) et conserves au réfrigérateur a 4°C.
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2. Bioaccumulation des métaux traces chez les copépodes

2.1. Préparation des solutions métalliques

Les trois métaux testés dans cette étude sont le cadmium (Cd), le cuivre (Cu) et le nickel (Ni).
En effet, les solutions de meétaux traces utilisées sont préparées au sein du laboratoire LASIR
(UMR 8516 LASIR) a partir de sels correspondants (CuCl,, NiSO,4 (6H,0), CdCl,) qui
proviennent de chez Merck (pureté de 99.9%). Les solutions de métaux utilisées dans les
expériences d’exposition sont préparées aux concentrations voulues a partir de solutions
meéres de métaux de 1g.L™ dans de I’ecau de mer de culture filtrée. La préparation des
solutions métalliques est réalisée dans le respect des mesures d’hygiene et de non

contamination nécessaires.

2.2. Détermination des concentrations létales du Cd, Ni et Cu

Les concentrations létales (CLsg) sont déterminées selon le protocole utilisé par (Kadiene et
al., 2017) a partir de concentrations croissantes de Cd (0, 40, 80, 150, 220 et 36Oug.L'1), de Ni
(0, 50, 150, 250, 350 et 500ug.L™) et de Cu (0, 15, 20, 40, 220 et 400ug.L™Y). Les
expérimentations sont réalisées sur trois groupes de males et de femelles d’E. affinis de 25
adultes chacun. Les males sont distingués des femelles par stéréo-microscopie (stéréo-
microscope SZX9 Olympus, Tokyo, Japon) en utilisant une illumination adéquate. Les
caractéristiques de I'eau de mer utilisée dans les expériences sont : oxygene dissous 8 £ ImgL"
! température 18 + 2°C, pH 8,4 + 0,2 et salinité 15psu. Les groupes d’individus sont placés
dans une chambre climatique (MLR 351, Sanyo, Tokyo, Japon) pendant 96h a 18 + 2°C et
sous une photopériode de 12h de lumiere/12h d'obscurité. La viabilité des copépodes est
observée toutes les 24h et les valeurs de CLsg sont calculées en utilisant I'analyse probit (Tlili
et al., 2016). Dans le cadre de cette thése ces données ont été obtenues par une stagiaire

Master 2 (Capucine Bilais) qui a travaillé sous la responsabilité de S. Souissi.

2.3. Accumulation des métaux traces dans les copépodes E. affinis

2.3.1. Exposition d’E. affinis aux métaux

Les copépodes d’E. affinis sont exposés, pendant 144h et sans alimentation, a des
concentrations sublétales de métaux traces seuls ou en mélange (mixture) des trois métaux.
Les concentrations choisies sont inférieures ou égales a un tiers (1/3) de la CLso de chaque
métal. Elles sont de l'ordre de 32pug.L™, 7ug. L™ et 32ug. L™ pour respectivement le Cd, le Cu
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et le Ni. Cing sous-échantillons identiques (t¢émoin, Ni, Cu, Cd et mélange) contenant chacun

en moyenne 1575 individus sont placés dans des béchers de verre de 10 litres renfermant de
I'eau de mer filtrée et la concentration choisie de métaux (a 1’exception du témoin). Les
expérimentations sont menées en chambre & température constante (18 £+ 2°C) sous un bullage
dair artificiel modéré sous une photopériode de 12h de lumiere/12h d'obscurité. Le Tableau 6

présente la composition de I’eau de mer utilisée pour les expériences d’exposition.

Tableau 6. Caractéristiques physico-chimiques de 1I’eau de mer utilisée pour les cultures des
copépodes d’E. affinis.

Traitements T (°C) Salinité (psu) pH DO (%)
Témoin 19,89 + 0,02 14,83 + 0,07 8,54 £ 0,13 49,28 + 1,82
Ni 19,63+ 0,81 15,02 £ 0,01 8,44 £ 0,0 49,53 +2,34
Cu 19,13+ 0,51 14,98 + 0,04 8,42 £ 0,02 48,87 + 2,17
Cd 19,4 +£0,72 15+ 0,02 8,4+0,02 49,63 + 2,35
Mélange 19,1 £0,53 14,93 + 0,15 8,47 + 0,08 48,03 + 0,98

psu : unité de salinité pratique (Practical Salinity Unit). DO : oxygéne dissout

2.3.2. Cinétique d’accumulation

Le suivi de la cinétique d'accumulation est réalisé pendant six jours (144h) en prélevant
500mL d’échantillon aux temps d'exposition 0, 4h, 24h, 48h, 72h, 96h et 144 h pour
I’ensemble des traitements. Les échantillons prélevés sont ensuite filtrés sur les filtres de
nitrate de cellulose de porosité 0,22um (Sartorius Stedim biotech, 37070 Goettingen
Allemagne). Les filtres sont séchés a 60°C pendant 72 h et pesés pour déterminer la fraction
de métaux traces des copépodes. Parallélement, 30ul d'acide nitrique (HNO3) sont ajoutés a
50mL de filtrats dans le but de les conserver afin de doser les métaux résiduels (fraction
dissoute).
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2.3.3. Indices d’accumulation

Les indices d'accumulation, représentant les constantes d'accumulation par la voie dissoute
(Ku) sont calculés a partir de la cinétique d'accumulation réalisée selon le modele décrit par
(Luoma et Rainbow, 2005):

Cin = Ku CWt

Ou

Cin : la concentration de métaux dans les tissus (ng.g™* poids sec);
Ku : la constante du taux d'absorption (Lg™.J™);
Cw :la concentration de métal dans l'eau (ug.L™);

t :le temps d'exposition (jours).

2.4. Effet des métaux traces sur la population d’E. affinis

L’effet de I'accumulation des métaux traces aprés 50% du temps d'exposition (72h) sur la
population est calculé par rapport au nombre d'individus témoins et apres 72 heures
d'exposition. Les échantillons sont conservés dans le formol avant le dénombrement des

populations des différents stades de développement d’E. affinis.

2.5. Effet des métaux traces sur la flore aérobie totale

L'effet des métaux traces sur la flore microbienne est réalisé a partir de 100mL de milieu de
culture de copépodes collecté apres 4, 48, 96 et 144h de mise en contact. Les échantillons
prélevés sont broyés pendant 3 min a l'aide d'un Ultra-turrax Ika-T25D (Imlab, Lille, France).
Une série de dilutions de 10 & 10 est préparée en milieu tryptone sel (Annexe 2) et un
inoculum de 100uL de chaque dilution est étalé en surface sur de la gélose nutritive. Le

comptage des colonies est effectué apres 48 heures d'incubation a 25°C.
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2.6. Dosage des métaux traces

La concentration des métaux (Cd, Ni et Cu) dans les différentes matrices est réalisée selon le
protocole décrit par (Ouddane, 1990) légérement modifié et adapté a nos échantillons. Les
filtres secs contenant les copépodes sont degrades de maniere acide pendant 24h a 100°C dans
des tubes en téflon a 1’aide d’une solution acide composée de ImL d'acide nitrique (Merck
suprapur, 65%) et de 3mL d'acide chlorhydrique (Merck suprapur, 33%). Les solutions
obtenues sont ensuite filtrées, diluées au volume final de 10mL avec de I'eau ultra-pure
MilliQ et conservées & 4°C jusqu'a analyse. Les échantillons d'eau de culture et les 50mL du
filtrat d’eau de culture des copépodes, quant-a-eux, ne subissent aucun traitement et sont
directement analysés. Des témoins « blancs réactifs » sont également inclus dans la procédure

analytique.

Les concentrations élémentaires des trois métaux testés de chaque échantillon sont
déterminées en triplicat par spectrométrie d'émission atomique a plasma couplé par induction
(ICP-AES, Vista Pro, Varian, Australie). L’échantillon minéralisé est vaporisé (nébulisation)
et introduit dans une torche a plasma d’argon ou il est ionisé et est réduit a 1’état d’atomes
indépendants. En retournant a des états de niveau d’énergie moins élevés, ces atomes excités
par le plasma émettent des photons dont les longueurs d’onde (domaine UV-Visible) sont
caractéristiques de I’élément dosé. Un systeme dispersif (diffraction) est ensuite utilisé pour
séparer les émissions de longueurs d’onde différentes et obtenir un spectre optique
caractéristique de chaque élément chimique. L’intensité des raies émises (proportionnelle & la

concentration de chaque élément) est enfin enregistrée par un détecteur.

L’ICP-AES permet de doser la plupart des éléments & des concentrations de I'ordre de 1ug L
! soit de l'ordre de la partie par milliard (ppm) en masse (ou ppb, partie par billion). Le
contrdle de la qualité des données est basé sur I’utilisation des solutions de références certifiés
ICP & 1000ppm de Cd, Cu et Ni, qui permettent d’établir des courbes étalons sur la gamme

entiére pour chaque élément.

2.7. Analyses statistiques

Toutes les moyennes sont calculées a partir de triplicats et sont exprimées + écart-type. Les
données sont comparées par ANOVA a un facteur suivi du test post hoc de Tukey, en utilisant
le programme de statistigues R Commander (Rx64.3.43). Les différences sont considérées

significatives pour p <0,05.
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La cinétique de la bioaccumulation de chaque métal lourd a été directement ajustée au modele

approprié en utilisant la boite a outils Curve Fitting de Matlab Software (Mathworks Inc., vers
7.2).

3. Etude de la diversité microbienne

L’¢tude de la diversité microbienne de la chaine trophique des larves de la daurade repose sur
I’isolement conventionnel de la flore totale des différentes matrices suivie d’une identification
par spectrométrie de masse (MS, de I’anglais mass spectrometry) de type matrix-assisted laser
desorption/initiation (MALDI) time of flight (TOF). Trois genres dominants seront ensuite

confirmés par biologie moléculaire.

3.1. Dénombrement de la flore cultivable aérobie totale

Le dénombrement de la flore cultivable aérobie totale est effectué sur les différentes matrices
a savoir les eaux de mer, les micro-algues et les d’ceufs d’A. tonsa. Ces matrices sont
prélevées en conditions d’asepsie dans des flacons stériles de 500mL et conservées a une
température de 4°C. Les micro-algues et les d’ceufs d’A. tonsa sont broyé pendant 3min a
l'aide d'un Ultra-turrax lka-T25D (Imlab, Lille, France). Une série de dilutions allant jusqu’a
10® de chaque matrice est préparée en milieu tryptone sel. Un inoculum de 100pL des
dilutions décimales est étalé sur gélose nutritive et I’incubation se fait a 25°C pendant 48

heures.

3.2. Isolement et identification phénotypique des souches

Les caractéristiqgues morphologiques des isolats sont déterminées par une évaluation visuelle
des colonies bactériennes sur les boites de gélose nutritive suivie d’un examen microscopique.
En tenant compte de ces caractéristiques, des colonies sont isolées par strie sur gélose

nutritive et incubées a 25°C pendant 48h.

L’étude morphologique des isolats est limitée aux tests phénotypiques classiques decrits dans
le manuel de bactériologie systématique de Bergey tels que la coloration de Gram, la forme
des colonies, le regroupement des cellules et 1’activité catalase. Un stock bactérien purifié est
ensuite préparé dans un bouillon nutritif contenant 30% de glycérol et est conservé a - 80°C

pour des analyses ultérieures.
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3.3. ldentification par spectrométrie de masse MALDI-TOF-MS

3.3.1. Préparation de la cible

Dans cette premiére étape, une UFC bactérienne fraichement isolée est prélevée avec une
pointe de pipette stérile et est étalée en couche mince sur une cible de MALDI en suivant les
recommandations du fabricant (Bruker Daltonics, Bremen, Allemagne). La préparation est
ensuite recouverte de 1uL de solution d'acide formique a 70%, séchee a température
ambiante, recouverte d’lul d’une solution de matrice [lOmg.mL'1 d’alpha-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (HCCA) dissous dans une solution d’acétonitrile/eau MQ/acide
trifluoroacétique (TFA) (50/47,5/2,5 : vivIv)] et a nouveau séchee. Le dépot de colonies se fait

en triplicat.

3.3.2. Acquisition des profils de spectrométrie de masse

Les profils en MALDI-MS sont acquis sur un AutoflexSpeed (Bruker) fonctionnant sous
flexcontrol 3.4. La calibration du spectromeétre de masse est réalisée a 1’aide du standard
bactérien test commercialisé par le fabricant (bacterial test standard, BTS) et selon ces
recommandations. Ce kit de calibrage contient un extrait protéique typique d’ E. coli DH5
alpha enrichi de deux protéines pures supplémentaires (RNAse A et myoglobine) pour couvrir
toute la gamme de masse de 4 a 17kDa. Pour ce faire, un aliquot de BTS est repris dans une
solution d’acétonitrile/eau MQ/acide trifluoroacétique (TFA) (50/47,5/2,5 : vIvIV)], vortexé
pendant 30seconde et 1uL est alors co-cristallisé sur la cible avec 1uL de matrice HCCA. Le

séchage des dépots est réalisé a température ambiante.

Les profils MALDI-MS sont acquis en mode linéaire positif sur la gamme de masse sur
charge (m/z) de 2000 a 20000 Da en utilisant la méthode automatique MBT-FC préconisée
par le fabricant. Chaque profil MALDI-MS correspond a la somme des profils en masse

obtenus pour 480 tirs de laser effectués au hasard sur différentes régions d’un méme dépot.

3.3.3. Identification des bactéries a |I'aide de Biotyper

Les profils MALDI-MS obtenus sont retraités avec le logiciel Biotyper (version 3.0, Bruker
Daltonics) fonctionnant avec la base de données Biotyper DB-5989. Les profils
experimentaux MALDI-MS obtenus sont comparés aux profils MALDI-MS de référence et
les correspondances sont restituées par Biotyper selon un Log (score) associé a un code

couleur (vert, jaune et rouge). Un Log (score) supérieur a 2,3 (couleur verte) indique une
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identification hautement probable au niveau de I'espece, Un Log (score) compris entre 2.0 et

2,3 correspond a une identification hautement probable au niveau du genre (couleur verte) et a
une identification probable au niveau de I'espéce. Un Log (score) entre 1,7 et 2,0 (couleur
jaune) implique seulement l'identification probable du genre alors qu’un Log (score) inférieur
a 1,7 (couleur rouge) signifie qu'il n'y a pas de similarité significative entre le profil inconnu

et I'un de ceux de la base de données.

Le dendrogramme des souches identifiées a été réalisé avec la méthode standard de création
de dendrogramme MSP de BioTyper (version 1.4) en utilisant les paramétres par défaut. Trois
spectres de masse de souches identifiées sont combinés dans les profils de spectre de masse
(MSP) et utilisés pour générer le dendrogramme. Les parametres par défaut sont les suivants :
la mesure de distance est définie comme corrélation ; le lien est défini comme moyen ; le
dendrogramme axé sur le score est sélectionné, la valeur seuil du score pour un organisme

unique est de 300 et la valeur seuil du score pour les organismes apparentés est de 0.

3.4. ldentification des souches par biologie moléculaire

3.4.1. Extraction d'ADN génomique

L’extraction d’ADN des souches bactériennes appartenant aux genres ; Bacillus, Vibrio et
Staphylocoque est réalisée grace au kit d’extraction et de purification d'ADN génomique
Wizard R (Wizard® Genomic DNA Purification Kit) selon le protocole du fabricant. La
concentration du matériel extrait est déterminée a 1’aide du spectrophotométre Nanodrop
(Biowave Il, Biochrom WPA, Cambridge, Royaume Uni) par la mesure de I’absorbance (260

nm) d’un échantillon de 1pL. L’ ADN extrait est conservé a une température de — 20°C.

3.4.2. Electrophoreése en gel agarose

Les analyses quantitative et qualitative du matériel sont effectuées sur gel d’agarose a 0,6 %.
Le gel d’agarose est préparé en dissolvant 1’agarose dans le volume correspondant de tampon
Tris Borate EDTA (TEB) 0,5X pH 8,3, préparé a partir d’une solution concentrée 5X dont la
composition est la suivante : Tris 445mM ; acide borique 445mM ; EDTA 12,5mM). Le tout
est ensuite chauffé deux minutes au four micro-ondes pour dissoudre I’agarose. Aprés un
léger refroidissement, un volume correspondant a 1/5000 de Gel Red TM fourni par
FluoProbes® est ajouté avec précaution. Le gel est ensuite coulé dans un support prévu a cet
effet aprés avoir placer un peigne pour la création des puits. Une fois solidifié, le gel est

déposé dans la cuve d’électrophorese et 8uL d’échantillon, mélangés a 2ul. de tampon de
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charge (Saccharose, 50% ; EDTA, 50mM ; Bleu de bromophenol 0,01%; Urée, 4M), sont

déposés dans les puits. Un marqueur de poids moléculaire O’GeneRuler 1 kb DNA Ladder

(Fermentas) est déposé dans un puits comme référence.

La migration s’effectue a 100 V pendant une heure dans du tampon TBE (0,5X). Les résultats
sont visualisés sous UV en utilisant 1’appareil GelDoc 2000 de Doc 2000 de Biorad® et le

logiciel Quantity one, Quantitation software (Bio-Rad laboratories, Hercule CA, USA)

3.4.3. Rep-PCR

Repetitive Eelement Palindromic-PCR (Rep-PCR) été réalisée en utilisant I'amorce
universelle 5'- (GTG) 5-3. Le mélange réactionnel de 50 uL est composé de Sul. d’ADN de
chaque souche, 5uL damorce 5- (GTG) 5-3, 25uL de I'ADN polymérase DreamTaq
(Thermoscientific, USA) et 15uL d'eau MQ. Le programme Rep-PCR consiste en une étape
initiale de dénaturation (5min a 95°C) suivie de 30 cycles de dénaturation (1min a 94°C),
d'hybridation (1min a 40°C), d'élongation (8min & 72°C) et une étape d’allongement final (16
min a 72°C).

Les amplicons sont séparés sur gel d'agarose a 1% par migration électrophorétique en tampon
Tris-borate-EDTA (TBE) pendant 2 heures a 100V. Les gels sont classiquement colorés au
GEL RED (Biotium, Canada) et les images des migrations électrophorétiques sont obtenues
comme précédemment via un GelDoc 2000 et le logiciel Quantity One. Les images des gels
sont retraitées par le logiciel PyElph 1.4 afin d’obtenir I’arbre phylogénétique correspondant

(Pavel et Vasile, 2012).

3.4.4. Amplification de I'"ADNr 16S par réaction en chaine a la polymérase (PCR, de

I’anglais polymerase chain reaction)

Le géne codant I’ARN 16S des souches est amplifié en entier en utilisant les amorces S1 (5°-
GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") et S2 16S reverse (5’-GGMTACCTTGTTACGAYTTC-
3”) (Drago et al., 2011). La concentration initiale des amorces utilisées est de 20uM pour
toutes les PCR réalisées. Dans un tube de PCR dont le volume final est 50puL sont placés :
5uL d’ADN (40-50ng.uL™), 2,5uL de chacune des deux amorces S1 et S2, 25uL de la Master
Mix et 15pL d’Hz0. Le programme de PCR pour I’amplification de I’ARN ribosomal 16S
déroulé sur 29 cycles, est le suivant : 94°C/5 min, 29 cycles a 94°C/1 min, 55°C/1 min et
72°C/1 min et enfin 72°C/5 min (Al Atya et al., 2015).
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3.4.5. Purification, séquencage et analyse phylogénétique des produits de PCR

Les produits amplifiés sont purifiés en utilisant le kit de purification pour PCR (Qiagen,
Courtaboeuf, France) en suivant les recommandations du fabricant. Les séquencgages de
I’ADN ribosomique 16S des souches sont réalisés par Eurofins Genomics (Munich,
Allemagne). Les séquences nucléotidiques sont ensuite soumises a une recherche d'homologie
a 1’aide de ’outil de recherche d'alignement local de base (BLAST de 1’anglais basic local
alignment search tool) du centre national des informations de biotechnologie (NCBI de
I’anglais National Center for Biotechnology information). L'analyse phylogénétique des
séquences d'’ADNTr 16S par la méthode d'analyse du maximum de vraisemblance est réalisée
en utilisant MEGA 7 selon (Hall, 2013).

4. Criblage et caractérisation des souches antagonistes
4.1. Sensibilité des souches cibles aux antibiotiques

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des antibiotiques testés sur les
souches cibles de vibrions et Staphylocoques sont déterminées selon la méthode de dilution
standard sur milieu gelosé MH selon les recommandations EUCAST (www.eucast.org). Une
série de dilution en cascade est préparée de maniére a obtenir une gamme de concentration
comprise entre 64mg.L™* et 0, 03mg.L™ pour chaque antibiotique ci-contre (amoxicilline,
amoxicilline + acide clavulanique, ceftazidine, imipenem, gentamicine, amikacine,
erythromicine, azithromycine, gamitromicine, ciprofloxacine, levofloxacine, moxifloxacine,
marbofloxacine, vancomycine, tetracycline, chlamphenicole, florfénicol et rifampicine). Des
solutions d'agar MH aux concentrations en antibiotiques mentionnées ci-dessus sont
immédiatement mélangées et versées dans des boites de Petri. En paralléle, une suspension
bactérienne est préparée a partir d’une culture jeune de 18a 24h sur milieu gélos¢ MH dans de
I’eau physiologique stériles de 0,85%. La densité bactérienne est ajustée au standard Mc
Farland 0,5 (10° UFC/ml) puis dilué au 1/100. L’ensemencement des boites est fait par un
ensemenceur multipoints (dispositif de Steers). Chaque tige de cet ensemenceur préléve 1 pl
de la suspension bactérienne préalablement préparée. L’ensemencement est fait sur milieu
gélosé MH contenant I’antibiotique a étudier en différentes concentrations. Les boites
inoculées sont incubées pendant 24h a 37°C. La CMI est définie comme la plus faible
concentration d'un antibiotique inhibant la croissance visible d'un micro-organisme aprés une

nuit d'incubation.
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4.2. Activité antibactérienne des souches de Bacillus pumilus et Bacillus

subtilis

L’activité antibactérienne de plusieurs souches de B. pumilis et de B.subtilis est évaluée contre
une série de bactéries a Gram-négative et a Gram-positive incluant des bactéries de référence

et certaines bactéries isolées au cours de cette étude (Tableau 7).

Ainsi, les cultures bactériennes des souches testées sont préparées dans le bouillon nutritif
pendant 48h a 25°C. Alors que, les bactéries cibles sont revivifiées dans un bouillon de
Mueller Hinton (MH) a I’exception des staphylocoques qui sont revivifiés dans le Bouillon
infusion cceur-cervelle (BHI) (de I’anglais BD Brain Heart Infusion et incubées a 25°C
pendant 18 h. La suspension bactérienne des souches testées est ensuite diluée dans de I'eau
peptonée de facon & obtenir une concentration initiale de cellules d'environ 10° UFC mL™.
L’activité est recherchée selon deux méthodes : la méthode par contact cellulaire (méthode
des spots) et la méthode de diffusion en gélose (méthode des puits) décrite par (Al Atya et al.,

2015) et légérement modifiée.

Tableau 7 . Liste des bactéries pathogenes utilisées dans cette étude comme especes cibles
pour les tests d’activité antimicrobienne

Groupe Espéces cibles
V. angularum (1 COPS), V. alginolyticus CIP, V. alginolyticus (17
Gram - EMB), E. coli CIP, E. coli E3A3, E. coli 147, E. coli 242, E. coli 289,
E.coli 436

Listeria innocua ATCC, L. monocytogenes 157, L. monocytogenes 158,
L.monocytogenes 161, L. monocytogenes 157, S. epidermidis, S. aureus
ATCC 33861, S. aureus (SARM)S1, S. aureus (SARM) ATCC 43300,
S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis 11 EMB, S. epidermidis 52
EMB, S. hominis 13 EMB, S. condimenti 25 EMB, S. warnii 27 EMB, S.
warnii 8 EMB

Gram +

4.2.1. La méthode par contact cellulaire

La méthode par contact cellulaire consiste a déposer un inoculum de 5uL de la suspension
bactérienne préalablement préparée des souches de B. pumilus et des souches de B. subtilis
sur les boites gélosées de MH et BHI préalablement inoculées avec 150uL des suspensions de

souches pathogenes listées dans le (Tableau 7). Aprées incubation a 25°C pendant 48h,
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Pactivité antibactérienne est déterminée en mesurant les diameétres des zones d'inhibition

autour des spots des cultures de B. pumilus et de B. subtilis. Tous les tests sont réalisés en

triplicat.
4.2.2. Laméthode de diffusion en gélose

La mise en évidence de I’activité antibactérienne des surnageants de culture des souches de
Bacillus a 1’égard des souches pathogénes cibles retenues est réalisée par la méthode de
diffusion en gélose (méthode de puits). Des cultures de 48h des souches de B. pumilus et de B.
subtilis issues des bouillons nutritifs sont centrifugées (10000g. 10 minutes a 4°C). Les
surnageants obtenus par centrifugation sont stérilisés par filtration a travers un filtre a
seringue de 0,22um de diametre. Le pH des surnageants récupérés est alors contrélé (pH entre

6,5 et 6,8) et ces derniers sont ensuite testes.

Quinze millilitres d’une gélose de MH et BHI (1% d’agar) inoculées avec 150uL (10° UFC
mL™) de suspension des souches cibles pathogénes sont coulés dans des boites de Petri. Les
puits sont creusés dans la gélose a I’aide d’une pipette pasteur stérile et remplis avec S0uL de
surnageant des souches a tester. Les boites sont d’abord laissées a température ambiante dans
des conditions stériles (sous hotte) pendant 1h, pour permettre la diffusion des molécules
actives, puis incubées pendant 24-48h a 25°C et 37°C. L'activité antibactérienne est révélée
par la présence ou I’absence de zones d’inhibition autour des puits. Le diametre de chaque

zone d'inhibition est mesuré. Chaque essai a été effectué en trois réplicas.

4.3. Détermination de I’activité hémolytique

L’activité hémolytique est déterminée selon la méthode sur gélose au sang. Pour cette
méthode, 5% de sang de cheval sont ajoutés a 100mL de milieu Luria Bertani (LB) (Annexe
3) gélosé avant de couler les boites de Pétri. Une UFC d’une culture fraiche de chaque souche
est inoculée dans 5mL de bouillon LB et la culture est incubée 48 h a 25°C. Une goutte (2 pL)
de cette culture est déposée au centre de la boite. Le tout est alors séché jusqu’au séchage
complet de la goutte au moins 15min sous hotte a flux laminaire. Les boites sont incubées a
37°C pendant 48h. Le développement d'une zone claire autour des colonies est considére
comme un résultat positif. Cette expérience est réalisée en triplicat. L'activité hémolytique n’a
été déterminée que pour les souches de B.pumilus nommées 35R COPS, 38 COPS, 35A
COPS, 40 COPS et 18 COPS.
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5. Purification et caractérisation des métabolites secondaires

5.1. Caracteérisation des métabolites secondaires de la souche B.pumilus
35R COPS

5.1.1. Préparation du surnageant

La souche de B. pumilus 35R COPS et la souche de B.subtilis 23COPS sont revivifiées dans
le bouillon nutritif pendant 24-48h a 25°C. Les erlenmeyers de 500mL contenant le milieu
Landy fraichement préparé (Annexe 4) sont inoculés par 100pL de cette préculture. Les
cultures sont ensuite incubées a 30°C sous agitation (160 tours/min), pendant 48-72h jusqu'a
ce que la phase stationnaire de croissance soit atteinte. Les surnageants de culture exempts de
cellules (CFS de I’anglais cell-free supernatant) sont obtenus par centrifugation (10 000 x g,

15min, 4°C) et filtration sur filtre 0,22 pum de porosité.

5.1.2. Analyse par chromatographie liquide haute performance semi-
préparative (HPLC, de I’anglais high performance liquid chromatography)

Le surnageant de culture filtré de la souche B. pumilus 35 R COPS additionné de 15%
d’acétonitrile est centrifugé a 1300tr/min pendant Imin. La collecte des fractions
chromatographique est réalisée par I’injection de 5ml du surnageant de culture plus 15%
d’acétonitrile a travers une colonne semi-préparative C18 250 mm -10 mm, XBridge Prep
BEH130 5um (Waters, Guyancourt, France) a un débit de 7mL.min™" & la température
ambiante. Le systéme chromatographique est constitu¢ d’une pompe automatique Waters
600F et d’un détecteur photodiode Waters 2996 et un contrdleur Water 600. L’acquisition et le
traitement des données sont réalisés grace au logiciel Millenium. La détection UV en ligne est
acquise entre 200 et 390 nm a une fréquence de 1,2 nm. Le solvant A utilisé est composé de
99,9% d’eau ultra-pure / 0,1% de TFA et le solvant B, de 99,9% d’ACN / 0,1% de TFA. Pour
chaque analyse, la colonne est d’abord équilibrée avec 95% A pendant 5 min, puis un gradient
linéaire de 5 a 40% B est appliqué en 22min suivie par un gradient linéaire de 40 a 100% B
pendant 3 min puis suivie d’un plateau de 100% B pendant 7 min suivie d’un retour de 100%
B a 5% B en 5 min suivi d’une période de rééquilibration de 10min a 95% A. Les
chromatogrammes obtenus a la longueur d’onde de 215nm sont utilisés pour I’analyse des

données.
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Les fractions collectées dans des flacons coniques en polyéthyléne de 50mL sont ensuite

séchées par un concentrateur sous vide, centrifuge (miVac Quattro, Genevac™ SP Scientific,
Ipswich, UK) a une température de 40°C. Ensuite, les fractions chromatographiques séchés
sont solubilisées dans 100uL d’eau ultra-pure afin d’étre analyser par MALDI-TOF-MS et

utiliser pour des tests d’activité antagoniste.

5.1.3. Détection de la production de lipopeptides par spectrométrie de masse par
MALDI-TOF-MS

Tous les échantillons de surnageant de culture et les fractions chromatographiques purifiées
préalablement par HPLC sont déposeés sur une cible MALDI (cible Ground Steel™ 384 spots,
Bruker Daltonics, Allemagne). Les spectres de masse MALDI-TOF sont acquis sur un
Autoflex Speed (Bruker Daltonics) en utilisant le programme Flex Control 3.0 (Bruker
Daltonics) et la méthode de reflectron positif sur une gamme de masse 400 a 3000 m/z «
RP_700-3500» (Bruker Daltonics). Un pL de chaque échantillon est déposé sur la cible de
MALDI TOF. Le dépot est ensuite recouvert d’un pl de solution de matrice (10 mg/ml de
CHCA fraichement solubilisée en acétonitrile (ACN)/eau ultra-pure/acide trifluoroacétique
(TFA), 50/47,5/2,5 (v:v:v) et laissé a température ambiante jusqu’a séchage complet. Les
spectres sont ensuite analysés manuellement a 1’aide du logiciel Flexanalysis version 3.4

(Bruker daltonics, Bremen, Allemagne).

5.1.4. Caractérisation des molécules par HPLC-MS

Les suranageants des cultures de B. pumilus 35R COPS et celui de la souche de B. subtilis 23
COPS sont séparés par chromatographie en phase inverse en utilisant un systeme HPLC
ACQUITY biocompatible (Waters, Manchester, Royaume-Uni) équipé d'une colonne
Phenomenex C18 Kenetex (ID 3,0mm x 150mm, 2,6um, 100 A). L'élution des molécules
retenues sur C18 est réalisée selon un gradient linéaire d’/ACN contenant 0,1% de FA (25-95%
d’ACN sur 55min) et un débit de 0, 5 mL.min™. L'é¢luant d’HPLC est directement électro-
pulvérisé de l'extrémité de la colonne vers la source du spectrométre de masse grace a une
tension de 3kV.

Le systéeme de chromatographie est couplé a un spectromeétre de masse SYNAPT-G2-Si-IMS
(Waters) fonctionnant en mode dépendant des données. L’ionisation et le passage en phase

gazeuse des composés sont réalisés a 1’aide d’une source electrospray en utilisant un débit de
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gaz de désolvatation (N,) de 500L/h, une pression de nébulisation de 6,5bars et des

températures de desolvatation comprises entre 150 et 300°C.

Les balayages complets de I'étude MS ont été acquis a une puissance de résolution de 20 000
(FWHM), sur la plage de masse de 300-3000 m / z. Les précurseurs observes avec une
intensité supérieure a 1000 comptes ont été sélectionnés pour la fragmentation CID du piege
ionique avec une fenétre d'isolation de 3amu et soumis a une montée en énergie de collision

de 10 a 20V pour faible masse et de 40 & 120V pour masse élevee.

Les spectres MS sont enregistrés sur la gamme de 50 a 3000m/z. Les spectres MS/MS sont
enregistrés sur la méme gamme de m/z. Un temps d'injection maximal de 100ms est utilisé
pour générer les spectres MS/MS par dissociation induite par collision (CID, de 1’anglais
collision induced dissociation) des cing ions les plus intenses. Les données de spectrométrie
de masse MS et MS/MS sont retraitées manuellement en utilisant le logiciel Mass Lynx
(version 4.1, Waters). Les spectres n’ont pas subi de lissage et la ligne de base reste a zéro.
L’annotation des pics est réalisée sur tous les signaux. Les structures moléculaires sont
dessinées grace au logiciel ChemDraw Ultra (version 12.0.2.1076, Cambridge, MA, Etats-
Unis).

5.1.5. Activité antibactérienne des fractions collectées du fractionnement HPLC séparatif

Les fractions d’amicoumacine collectées par HPLC semi-préparative sont testées pour leur
activité antibactérienne contre V. anguillarum, V. alginolyticus, S. aureus et S. aureus
résistant a la méthilicine (SARM). La méthode utilisée est celle de puit décrite dans la section
4.2.

5.1.6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des fractions
collectées du fractionnement HPLC séparatif.

Les souches V. anguillarum, V. alginolyticus, S. aureus (SARM) ATCC 43300, MRSA-S1 et
S. aureus ATCC 25923 sont cultivées en bouillon BHI pendant une nuit a 37°C. Dix pL de
chaque culture & environ 10° UFC.mL™ sont inoculés dans des puits de microplaques 96 puits
de culture cellulaire (Cellstar) contenant différentes concentrations d'amicoumacine A et
amicoumacine B allant de 0,125 & 128mg.mL™. Les CMIs sont définies comme

précédemment.
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5.1.7. Test de cytotoxicité du surnageant de culture actif et des fractions
d’amicoumacine

Le test de cytotoxicité est réalisé en utilisant des cellules HT-29-MTX (Sigma Aldrich,
Allemagne). Les cellules HT-29 sont cultivées en milieu DMEM (Dulbecco’'s Modified
Eagle's medium) en flasque de 75cm? pendant 6 & 7 jours & 37°C, 5% CO, entre les passages
15 et 30. Apres récupération des cellules et comptage sur cellule de Malassez, 8000 cellules
sont déposées dans chacun des puits d'une plaque 96 puits dans un volume final de 200uL de
DMEM. Apres incubation a 37°C, 5% CO, pendant 7 jours, les cellules sont a confluence et

prétes a étre utilisées.

Apres 2 lavages des puits, les fractions d’amicoumacines A et B et le surnageant de culture
actif a une dilution de 1/8, préparés en milieu DMEM, sont mis en contact pendant 24h avec
les tapis cellulaires. Les témoins négatifs de toxicité (milieu DMEM seul) et les témoins
positifs (milieu DMEM a 0,1% de Triton X100) de cytotoxicité sont incubés dans les mémes

conditions. Chaque test est répété dans 3 puits distincts.

Apres l'incubation, les échantillons testés sont retirés et les cellules sont lavées par 100uL de
tampon phosphate PBS puis un volume de 200uL DMEM contenant 5% du réactif CCK-8
(Dojindo Molecular Technologies, Japon) est ajouté dans tous les puits. Ce réactif permet de
mesurer l'activité des déhydrogénases mitochondriales des cellules HT-29. Les plaques sont
incubées 2h a 37°C, 5% de CO,. L’absorbance de la plaque est lue a une longueur d’onde de
450 nm par un spectrofluorimétre Xenius XC (Safas Monaco, Monaco). La viabilité cellulaire
est calculée par rapport a la moyenne des absorbances des puits témoins (correspondant a 100

% de cellules vivantes).

5.1.8. Séquencage du genome de B. pumilus 35R COPS et analyse in silico

L'ADN total de la souche de B. pumilus 35R COPS est extrait en utilisant le kit de purification
d’ADN génomique Wizard (Promega Corp., Madison, WI, USA) selon les instructions du
fabricant. Le génome bactérien est séquencé par MicrobesNG (http://www.microbesng.uk) en
utilisant les plates-formes technologiques Illumina MiSeq et HiSeq 2500, avec des sequences
appariées de 250 -bp. L'analyse des séquences est realisée par MicrobesNG en utilisant une
procédure standardisée impliquant les logiciels Kraken (Wood DE et Salzberg SL., 2014)
pour déterminer le génome de référence existant le plus proche, l'algorithme Burrows-

Wheeler Aligner (BWA) MEM (http://bio-bwa.sourceforge.net) pour cartographier les
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séquences et évaluer la qualité des données. Le génome est reconstitué par assemblage de

novo en utilisant le logiciel SPAdes (http://cab.spbu.ru/software/spades/). L'annotation
prédictive du genome a été réalisée par le serveur RAST (Rapid Annotations using
Subsystems Technology) (http://rast.nmpdr.org). L'analyse de la présence de clusters de genes
impliqués dans la synthése de métabolites secondaires a été avec antiSMASH (Weber et al
2015).

5.2. Caractérisation des métabolites secondaires produits par B. pumilus 38
COPS

5.2.1. Conditions de culture de B. pumilus 38 COPS

B. pumilus 38 COPS est cultivé dans plusieurs flacons de 500ml contenant du bouillon Luria
Bertani (LB) (Sigma Aldrich, Allemagne), un bouillon nutritif (Sigma Aldrich, Allemagne) et
dans du milieu Landy préparé juste avant utilisation. L'incubation est effectuée a 30°C sous
agitation (160 tours/min) pendant 48-72h jusqu'a atteindre la phase stationnaire. Les
surnageant de culture obtenus par centrifugation (10000g, 15min, 4°C) sont filtrés sur filtre

0,22 um avant toute utilisation.
5.2.2. Evaluation de l'activité antimicrobienne

Le surnageant de culture utilisé pour évaluer l'activité antibactérienne est obtenu a partir de
cultures fraiches de B. pumilus 38 COPS. Les puits sont préparés dans des plaques d'agar
BHI, puis ils sont pré-inoculés avec 150uL de souche cible de Staphylococcus (Tableau 7) et
remplis avec 50uL de surnageant de culture de B. pumilus 38 COPS. Les plaques d'agar sont
laissées a température ambiante, dans des conditions stériles, pendant 1 heure avant
incubation pendant 24-48h a 37°C. Chaque essai est effectué en triple. L'activité
antibactérienne est évaluée comme moyen des diamétres des zones d'inhibition autour du

puits contenant le surnageant de culture.
5.2.3. Test de damier

L'effet combiné de I'érythromycine (Sigma Aldrich, Allemagne) et du surnageant de culture
actif, obtenu aprés croissance de B. pumilus 38 COPS dans du milieu Landy pendant 48-72 h,
est déterminé a l'aide d'une méthodologie de test en damier. Les concentrations

d'érythromycine variaient de 1 4 256pg.mL™, tandis que le surnageant de culture actif est testé

80

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mahammed Zidour, Université de Lille, 2018

Matériel & Méthodes
sur des dilutions dans un bouillon BHI. Les dilutions de surnageant de culture se situent entre

1/2 et 1/16. Notamment, le milieu Landy non fermenté (sans croissance de B. pumilus 38
COPS) est utilisé comme contrdle négatif et donc combiné a I'érythromycine dans les mémes
proportions que le surnageant de culture actif. Des plaques a 96 puits sont inoculées avec des
souches cibles (SARM ATCC 43300, SARM SA-1, S. epidermidis 11EMB et S. hominis
13EMB) & 106CFU.mL™, dans un volume final de 200pL par puits, et incubées pendant 24h &
37°C. La CMI est considérée comme la plus faible concentration en érythromycine inhibant la
croissance visible de la souche cible apres incubation a 37°C pendant 24h, mélangée ou non
avec les différentes dilutions de CCS.

5.2.4. Cytotoxicité de surnageant de culture actifs de Bacillus pumilus 38 COPS

Le test de cytotoxicité réalisé sur le surnageant de culture de B.pumilus 38 COPS est fait de la
méme maniére décrite dans la section 5.1.7. Le surnageant de culture actif obtenu apres
croissance dans le milieu Landy a été testé a différentes dilutions de 1/4 a 1/8 dans le milieu
de Eagle modifié par Dulbecco (DMEM) sans antibiotiques et sérum et a été ajouté aux
cellules confluentes correspondantes dans les puits. Du DMEM témoin contenant du milieu
Landy 1/4 non fermenté dilué a également été testé. Les résultats sont exprimés en % de

croissance de base observée avec des cellules non traitées.
5.2.5. Séquencage du génome de Bacillus pumilus 38 COPS et analyse in silico

La séquence du génome entier de B. pumilus 38 COPS a été analysée en utilisant RAST, un
outil disponible en ligne afin de prédire les cadres de lecture ouverts (ORF), et annoter les
génes (http://rast.nmpdr.org) (Aziz et al., 2008). Les données obtenues ont été analysées a
I'aide de la base de données SEED (Overbeek et al., 2005). L'analyse du logiciel en ligne
AntiSMASH (https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start) a été réalisée pour révéler
la présence de genes putatifs codant pour les peptides synthases non ribosomiques (NRPS) et
les bactériocines (Weber et al., 2015).
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Chapitre |. Bioaccumulation des

Métaux Traces chez le Copépode

E. affinis
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La contamination par les métaux lourds des organismes aquatiques est en partie responsable
de plusieurs problémes écotoxicologiques. Pour mieux comprendre ces phénomeénes, la
bioaccumulation et 1’étude de I’interaction entre les contaminants et les organismes

biologiques présentent un intérét tout a fait particulier.

Dans ce premier chapitre nous avons exposé une population de copépodes E. affinis a trois
métaux traces; le Cd, le Cu et le Ni seuls ou en mélange. Avant de réaliser des
expérimentations d’exposition en grand volume (type mésocosme de 10 Litres). Nous avons
tout d’abord déterminé les concentrations létales du Cd, du Cu et du Ni, puis nous avons
ensuite quantifié par voie d’entrée, dissoute et particulaire, la bioaccumulation des différents
métaux vis-a-vis d’E. affinis. Pour finir, nous avons étudié les réponses des différents stades
de développement d’E. affinis, les réponses sexe-spécifiques ainsi que les réponses de la flore

bactérienne totale aux métaux traces étudiés.

1. Les concentrations létales (CLsg)

Les métaux traces sont omniprésents dans divers milieux naturels et peuvent étre toxiques a
des concentrations plus ou moins élevées pour les organismes marins. Deés lors, la
détermination de la concentration létale est une étape essentielle dans toutes les études
toxicocinétiques. La mortalité des individus d’E. affinis due a la toxicité du Cd, Ni et Cu a été
analysée sous I’angle du mod¢le statistique de régression binomiale : le modéle probit. La
(Figure 15 A, B, C) représente les lignes de régression binomiale « concentration-mortalité »
apres 96 heures d’exposition au Cd, Ni et Cu pour les deux sexes. Cette figure montre
clairement que la mortalité des deux sexes des individus d’E. affinis augmente avec

l'augmentation de la concentration des trois métaux traces étudiés.
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Figure 15. Courbes de régression binomiale « concentration-mortalité » durant 96h
d’exposition des copépodes males et femelles d’Eurytemora affinis exposés aux Cd (a), Cu

(b) et Ni (c).

Les valeurs des concentrations létales (CL) sont extrapolées a partir de ces courbes de

régression « concentration-mortalité ». Les CLso du Cd, du Ni et du Cu pour les femelles et
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les males adultes d’E. affinis sont résumés dans le Tableau 8. In fine, la sensibilité des deux

sexes augmente avec le temps d'exposition et elle est significativement différente.

Tableau 8. Concentrations létales aigués (CL50 en pg.L-1) du cadmium, du cuivre et du
nickel chez le copépode adulte E. affinis apres 48 h, 72 h et 96 h d'exposition.

CLso (ng.L™)

48h 72h 96h
Cd Cu Ni Cd Cu Ni Cd Cu Ni
Femelles 239 - - 121 224 - 90 39 161
Males - 145 - 67 51 88 128 28 90

- : Non déterminée

Aprés 48h, 72h et 96h d’exposition au Cd, les valeurs de CLsg relatives aux femelles sont
respectivement de 239, 121 et finalement 90pg.L™. De la méme maniére ces valeurs pour les
males sont respectivement non déterminables, de 67 et 128ug.L™. Des lors, aprés 72h
d’exposition, les males sont 2 fois plus sensibles que les femelles alors qu’apres 96h
d’exposition ce sont les femelles d’E. affinis qui sont environ 1,4 fois plus sensibles (CLsg =
90,0 pg.L™) que les males (CLso = 128pg.L™) au Cd.

Pour le Ni, nous remarquons que la sensibilité est trés faible dans les premier temps
d’exposition. Pour preuve, il n’est pas possible de déterminer les CLsg a 48h d’exposition.
Méme apres 72h d’exposition, nous constatons aussi que la sensibilité est faible et que CL50
est déterminable que pour les males (88pg.L™). Des lors, aprés 96h d’exposition, les males

sont environ 1,8 fois plus sensible que les femelles.

Concernant le cuivre, nous notons que les copépodes males ont montré une sensibilité élevée
a cet élément avec dés lors 48h d’exposition, les CL50 sont de Pordre de 145 pg.L™*. Aprés
96h d’exposition, nous constatons que la sensibilit¢ des copépodes augmente avec des CL50
faibles de 28pg.L™ et 39ug.L™ respectivement pour les males et les femelles d’E. affinis. En
comparaison, la sensibilité des copépodes au Ni et au Cd est respectivement 2,3 et 4,12 fois

plus faible.
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Au final, ces résultats montrent que la sensibilité des males et des femelles d'E. affinis
augmente avec le temps d'exposition et que cette sensibilité est différente chez les deux sexes
par rapport aux trois métaux. Apres 96h d'exposition, les males sont plus sensibles au Cu
(CLso = 28 pg.L™Y), suivi du Ni (CLsg = 90ug.L™) et du Cd (128ug.L™) tandis que les femelles
sont plus sensibles au Cu (39ug.L™Y), suivies du Cd (90,04ug.L™) et du Ni (161pug.L™).

Aprés 96h d'exposition, les males et les femelles d'E. affinis présentent donc une bonne
tolérance au Cd et au Ni. Comparés a des études similaires menées sur E. affinis, les valeurs
de Cd déterminées sont considérées comme relativement faibles (Tableau 9). Bien qu'aucune
étude sur E. affinis ne puisse étre utilisée pour comparer les valeurs de toxicité aigue pour le
Ni, les résultats obtenus (90ug.L™ male, 161pg ;L™ femelle) sont relativement faibles
comparés a ceux rapportés dans des études sur d'autres especes (Barka et al., 2001; Tlili et al.,
2016 ; Taylor, 1981). De maniére intéressante, 1’effet extrémement toxique du Cu montré
dans cette étude a également été rapporté dans plusieurs études sur les copépodes (Barka et
al., 2001; Hutchinson et al., 1994; Sullivan et al., 1983a).

Tableau 9. Valeurs de toxicité aigue des métaux traces 96h-CL50(ug.L-1) pour I’espéce
tempérée E. affinis relevées dans la littérature

96h-CL50 (pg.L™)

Stade de vie Cd Cu Ni Référence
adulte ) )
(Femelles) 90,04 39 161  Présente étude
Adulte (Méles) 127,75 28 90 Présente étude
Adulte femelle 90,04 (Kadiene et al., 2017)
Adulte male 127,75 (Kadiene et al., 2017)
Nauplie >120 30 (Sullivan et al., 1983a)
Nauplii 51,6 (5salinité) (Hall et al., 1995)
Nauplii 213(15 salinité) (Hall et al., 1995)
Nauplii 82,90 (25 salinité) (Hall et al., 1995)
- 1477 (Cripe and Cripe, 1990)
- 60 (Roberts et al., 1982)
- 29 (Toudal and Riisgard, 1987)
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2. La cinétique de la bioaccumulation du Cd, du Cu et du Ni

Afin de mieux comprendre le phénomeéne de bioaccumulation et de le rapprocher de I’état de
présence des métaux traces dans les milieux ambiants, une population de copépodes (E.
affinis) est exposée aux 1/3 ou moins de la CL50 des trois métaux Cd, Cu et Ni seuls et en
mélange pendant une durée de 144h. Les concentrations utilisées dans le cas de
I’expérimentation d’exposition en mélange étaient de 1/3 ou moins de la CLsp de chacun des
métaux. Ce suivi a long terme nous a permis d’étudier la cinétique de bioaccumulation en

calculant les indices d’accumulation correspondant (Tableau 10).

Tableau 10. Indices d'accumulation de Cu, du Ni et du Cd dans E. affinis.

) Cu Ni Cd
Metaux traces
Seul Enmélange  Seul En mélange Seul En mélange
Indices d’accumulation
0,575 0,718 0,084 0,018 0,083 0,067
(L.gtd™h
r? 0,529 0,914 0,771 0,811 0,970 0,933

E. affinis Seul : sont exposés a 1/3 ou moins de CL50 de chaque métal séparément. En mélange :
E. affinis sont exposés a un mélange non équimolaire mais de 1/3 ou moins de la CLs, de chacun des
meétaux.

2.1. Bioaccumulation du Cd et concentration résiduelle dans le milieu

Comme indiqué sur la (Figure 16), apres 4h, 24h, 48h, 72h et 96h d’exposition au Cd seul,
les concentrations de Cd dans les tissus d’E. affinis sont respectivement 0,83 ; 2,60 ; 6,32,
7,37 et 12,09 pg.g™ poids sec et elles sont de 1,28 ; 2,38 : 3,39 ; 5,05 et 8,63 pg.g poids sec
dans le traitement en mélange. En effet, la tendance d'accumulation du Cd dans les tissus d’E.
affinis, testé seul et en mélange, est quasi-linéaire et conduit respectivement a des
concentrations finales de 15pg.g” poids sec et de 9, 45ug.g poids sec a la fin de I’exposition.
De méme, la concentration résiduelle de ce métal non essentiel dans I’eau tend a diminuer
avec le temps d'exposition passant de 32,89ug.L'1 au 25,631,tg.L'1 et 28,87ug.L'1
respectivement pour les traitements seul et en mélange apres les 144h d’exposition.
Cependant, I'accumulation relative a I’exposition au Cd seul est plus élevée que celle relative
a D’exposition au Cd en mélange, avec des indices d'accumulation de respectivement
0,083L.g".d* et 0,067L.g".d* (Tableau 10). D'autre part, les concentrations de Cd dans les

tissus d'E. affinis témoins étaient inférieures a la limite de détection. Cette bioaccumulation
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linéaire de Cd chez E. affinis a aussi été observée chez certaines especes de crustacés comme
les copépodes calanoides ; A. tonsa, Calanoides acutus (Kahle et Zauke, 2002a; Pavlaki et
al., 2017) et les amphipodes antarctiques Chaetogammarus marinus et Paramoera walkeri
(Clason et al., 2004 ; 2003).
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Figure 16. Accumulation (A) au niveau du copépodes E. affinis exposés et
concentration résiduelle (B) du cadmium testé seul et en mélange a la concentration de
1/3 de la CL50 pendant une durée del44h. Les symboles bleus représentent le niveau de
bioaccumulation chez les copépodes témaoins.

Ce profil d’accumulation est di 2 un manque d'élimination du Cd par I’organisme. En effet,
les crustacés ne peuvent réguler leur concentration corporelle en métaux non essentiels tels
que le Cd; ce qui conduit a une élimination lente du Cd et une capacité de stockage élevée (M.
D. Pavlaki et al., 2017) ; Rainbow, 1984; 1998).

2.2. Bioaccumulation du Ni et concentration résiduelle dans le milieu

En ce qui concerne la cinétique de I'accumulation du Ni (Figure 17), les profils
d'accumulation sont statistiguement différents (p<0,01) pour les deux traitements seuls et en
mélange. En effet, dans le cas du traitement au Ni seul, I’accumulation atteint aprés seulement
apres 24 heures d'exposition une valeur de concentration ¢levée de 22, 83ug.g'1 poids sec
(Figure 17). Bien qu’une rapidité d'accumulation soit remarquée dans les premiers temps

d’exposition, I’accumulation de ce métal essentiel atteint rapidement un plateau et
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progressivement la valeur moyenne limite de 28,33ug.g™ poids sec (Figure 17) signe d’une

saturation de I’accumulation.
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Figure 17 . Accumulation (A) au niveau du copépode E. affinis exposés et concentration
résiduelle (B) du nickel testé seul et en mélange a la concentration de 1/3 de la CL50
pendant une durée deld4h. (Matiére séche ; ms). Les symboles bleus représentent le
niveau de bioaccumulation chez les copépodes témoins

L’accumulation du Ni au niveau des copépodes E. affinis exposés au mélange de métaux
atteint presque la valeur moyenne seuil de concentration de 13,69ug.g™ poids sec juste aprés
un jour d'exposition. Comme précédemment, I’accumulation atteint une concentration limite
des les premieres heures d’exposition qui n’augmente pas de manicre significative tout au
long du temps d'exposition (Figure 17A). La différence entre les valeurs des taux
d'accumulation des deux traitements mesurés se retrouve dans les indices d'accumulation
(0,085 L.g™*.d* (Ni seul), 0,018L.g™*.d™ (mélange Ni, Cu, Cd) (Tableau 10).

Parallelement, ces cinétiques croissantes de concentrations d’accumulation sont inversement
proportionnelles aux concentrations résiduelles dans 1’eau. Les pourcentages de diminution
sont au final de 43,71% dans le traitement seul et 25,40% dans le traitement en mélange
(Figure 17B). Dans les copépodes témoins, nous notons des concentrations de Ni qui allant de

2,99ug.g poids sec aprés 24 h de culture a 2,91pg.g ™ poids sec a la fin de I'expérience (144h).
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2.3.

Bioaccumulation du Cu et concentration résiduelle dans le milieu

Les données de I'accumulation de Cu présentées dans (Figure 18) montrent une augmentation
graduelle des concentrations accumulées au fil du temps que ce soit pour les copépodes E.
affinis exposés a une solution renfermant uniquement du Cu ou un mélange de Cu, Ni et Cd
qui atteint un plateau aprés 72 h d'exposition. Les concentrations maximales de Cu atteintes
sont respectivement de 67,66 et 50,19 pg.g™ poids sec pour les copépodes E. affinis exposés
au Cu seul ou au mélange Cu, Ni et Cd. Notons, qu’une légere diminution est observée a la fin
de I'expérience. Alors que, les concentrations dans le témoin restaient relativement stables

tout au long de l'expérience avec une valeur de 16,54pg g™ poids sec aprés 144h d’exposition.
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Figure 18. Accumulation (A) au niveau du copépode E. affinis exposés et concentration
résiduelle (B) du cuivre testé seul et en mélange a la concentration de 1/3 de la CL50
pendant une durée del44h. (Matiere seche ; ms). Les symboles bleus représentent le
niveau bioaccumulation chez es copépodes témoins.
Contrairement au Cd et au Ni, I'accumulation est plus importante dans le cas du traitement en
mélange que dans le traitement seul avec des indices daccumulation respectivement de
0,7178L.g".d™" et 0,5755L.g".d* (Tableau 10). Comme attendu, une diminution progressive
dans I'eau la concentration de ce métal non essentiel est enregistrée pour les deux traitements.

A la fin de I’exposition elle est de 31,96% (Cu seul) et 32,84 (Cu en mélange) (Figure 18).

Ces cinétiques d’accumulation des métaux traces dans les copépodes E. affinis associées aux

cinétiques de diminution des concentrations en solution de ces métaux démontrent clairement
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que E. affinis accumule, au fil du temps, des concentrations significativement élevées de
métaux traces tel que le Cu et le Ni. Leurs indices d'accumulation élevés sont d’ailleurs les
témoins de cette constatation. Des profils similaires d'accumulation du Ni et du Cu ont été
rapportés dans les études de Tliti et al.,2016 chez le copépode Pseudodiaptomus marinus et

de Barka et Amiart-Triquet chez Tigriopus brevicornis (Barka and Amiard-triquet, 2010).

Le plateau atteint lors de 1’accumulation de ces métaux traces peut étre expliqué par une
saturation des sites de liaison a des concentrations accumulées élevées. En effet, les
copépodes peuvent accumuler des métaux traces par complexation avec différents types de
chélateurs glutathion, métallothionéines (MT) et acides aminés (Rainbow, 2007); Roesijadi et
Robinson 1994). Ces chélateurs ont une forte affinité pour les métaux en raison de leur
richesse en groupes thiols. La séquestration dans les granules du systeme lysosomial par
complexation et stockage est une voie majeure de détoxification (Rainbow, 2007 ; Viarengo
et al., 1987).

Bien que le phénomene de la bioaccumulation soit bien étudié pour les métaux seuls (Croteau
et Luoma, 2007 ; Jakob et al., 2017; Kahle, 2002; Kahle et Zauke, 2003a; Luoma et Rainbow,
2005; Manimaran et al., 2012; Rainbow et Luoma, 2011 ; Tlili et al., 2016), la littérature
concernant la bioaccumulation des métaux en mélanges reste limitée. L’analyse comparative
des cinétiques de bioaccumulation du Cd, du Cu et du Ni dans les copépodes montre
nettement des différences selon la nature de 1’exposition : Métal unique ou métaux en
mélange. En effet, le Cd et le Ni s’accumulent plus rapidement et en concentration plus
importante lorsque les copépodes sont exposés aux métaux seuls contrairement au Cu. De
plus, ce dernier s’accumule plus chez d’E. affinis que le Cd puis le Ni. Cet ordre
d'accumulation est vraisemblablement di a la complexation compétitive entre les trois métaux
et aux interactions subséquentes des métaux avec des protéines détoxifiantes telles que les
métallothionéines (MT) (Wang et al., 2018). Cet ordre (Cu, Cd puis Ni) relatif aux
concentrations d’accumulation n'est pas en accord avec celui trouvé dans d'autres études
(Wang et al., 2018) travaillant sur le développement d'un modele d'interaction multi-métal
chez Daphnia magna qui montre que le Cd a une plus grande affinité pour les MT suivi de Pb
et Cu.

95

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mahammed Zidour, Université de Lille, 2018

Résultats & Discussion Chapitre |

3. Réponses aux métaux traces

3.1. Réponses des individus des stades de développement aux métaux traces

Dans cette expérimentation un grand nombre d’individus de la population d’E. affinis en
culture a été utilise. Le comptage initial de la fraction de la population retenue sur un tamis de
taille 200pum montre une structure de la population composée de 4% nauplii, 48%
copépodites, 11% pré-adultes et 37% d’adultes. L’effet des trois métaux traces sur la structure
de la population et plus précisément sur les différents stades du cycle de vie d’E. affinis est
présenté dans la (Figure 19). Les résultats montrent qu’aprés 72h d’exposition (50% du temps
total d'exposition) a différents métaux, testés seuls et en mélange, que la structure de la

population est affectée négativement et selon des intensités différentes.

Comme le révéle la (Figure 19A), le nombre de nauplii par litre est significativement (p
<0,001) plus faibles pour les individus exposés au Cu par rapport au témoin. Le pourcentage
de diminution du nombre de nauplii, (Figure 19 B) exposes au Cu est de 47%. Le nombre de
nauplii, par litre, exposés aux Ni et aux métaux en mélange est Iégérement plus faible que le
nombre de nauplii témoin (% de diminution de respectivement 05% et 10%). Inversement, ce
nombre de nauplii par litre est plus important pour la population d’E affinis exposée au Cd (%

d’augmentation de 22%). Cette augmentation peut s’expliquer par une éventuelle éclosion.

En ce qui concerne les copépodites, la diminution du nombre d'individus exposés aux trois
métaux seuls et a leur mélange est significative (p<0,001) par rapport au témoin (Figure 19).
Cette diminution est aussi plus intense dans le cas du cuivre avec un pourcentage de 44%.
Alors que les pourcentages de diminution de copépodites, exposés aux Cd, Ni et au mélange

des trois métaux sont respectivement 8%, 15%, 23% (Figure 19B).

Comme clairement montré dans la Figure 19A, le nombre des préadultes par litre est
significativement (p<0,001) trés touché pour les individus exposés aux trois meétaux
séparément par rapport au témoin. En effet, les diminutions du nombre de préadultes sont de
58%, 64% et 66% respectivement pour le Ni, Cu et Cd, par rapport au groupe témoin. Pour le
traitement en mélange, malgré que le nombre des individus est aussi affecté mais sa

diminution reste moins faible que les autres traitements (% de diminution est de 45%).
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Figure 19 .Effet des métaux traces sur les stades de développement d'E. affinis aprés 72h
d’exposition (50% du temps total d'exposition). A : nombre d'individus par litre, B :
pourcentage de diminution du nombre d'individus. Par 1’analyse anova Rcommander, Les
valeurs sont présentées sous forme de moyennes + écart-type (n = 3), Les barres
d’histogramme annotées avec des lettres differentes différent de facon significative (p <0,05).

D’apres les résultats obtenus (Figure 19A et B) , nous remarquons que le nombre des adultes
exposés au Cd est significativement plus faible que le nombre dans le témoin (P <0,001). De
plus ce groupe d’adultes a montré une sensibilité importante par rapport aux autres
traitements ; Ni, Cd et le mélange des trois métaux. La mortalité des adultes (Figure 19B)
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exposés au Cd est de 51%. La mortalité des adultes exposés aux Ni, Cu et aux métaux en
mélange est presque similaire, elle est de respectivement 19%, 28% et 26%.

3.2. Reéponses sexe-spécifiques aux métaux traces

Les résultats qui concernent la viabilité des copépodes (E. affinis), a différents stades de
maturité et en fonction du sexe, apres I’exposition aux différents métaux (Cd, Cu et Ni) seuls
ou en mélange sont présentées dans la (Figure 20 Aet B). Ainsi aprés 72h d’exposition aux
trois métaux, seuls et en mélange, la viabilité des adultes et des pré-adultes des deux sexes

diminue significativement lorsqu’elle est comparée a celles du groupe témoin.

D’autre part, la viabilité des pré-adultes femelles exposés au Ni et au Cu est significativement
plus faible que celui des males pré-adultes avec un pourcentage de diminution de
respectivement 74% et 79% comparé au groupe témoin alors que le nombre de femelles
adultes exposées au Ni n’est significativement pas différent (p> 0,05) par rapport au nombre

du groupe témoin.

Pour les adultes des deux sexes, 1’évolution est différente. Le nombre d'individus femelles est
significativement faible dans le cas du Cd et du Cu seul (p <0,001) tandis que le nombre de
males montre une diminution significative au traitement des métaux en mélange comparé au
Cu et au Ni seul (p <0,001). Inversement, le nombre d’individus exposés au Cd est plus faible

que celui des individus exposés au mélange.

En ce qui concerne les femelles ovigeres, apres 72 heures d'exposition au Cd et au Ni seul,
leur nombre diminue considérablement par rapport a celui du groupe témoin. Inversement,
aucun effet n’est relevé dans le cas de 1’exposition de ces femelles ovigeres au mélange des 3

métaux.
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Figure 20 . Effet des métaux traces sur la viabilité de méles et femelles d'E. affinis apres
72h d’exposition (50% du temps total d'exposition). A : nombre d'individus, B :
pourcentage de diminution du nombre individus. Les valeurs sont présentées en tant que
moyennes + SD (n = 3) Les barres d’histogramme annotées avec des lettres différentes

different de facon significative (p <0,05) test anova.

D’une manicre globale, en comparant I’effet des traitements seuls du Cd, Ni et Cu par rapport

au traitement en melange des trois métaux sur 1’évolution de la population, nous constatons

que

le traitement du mélange des trois métaux étudiés ne se distingue pas par un effet
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remarquable, au contraire il a le méme effet (cas des adultes) ou moins (cas pré-adultes des
deux sexes) que les traitements seuls. Ceci peut s’expliquer par absence d’effet synergique de

toxicité des trois métaux en mélange.

Selon ces résultats, le Cd, le Cu et le Ni seul et en mélange induisent un effet toxique sur E.
affinis qui conduisent a des mortalités respectives de 14,29%, 43,96%, 17,40% et 22,34%. Le
Cu est I'élement le plus toxique de trois métaux utilisés seuls. Nos résultats sont partiellement
en accord avec ceux de Jiang et al. relatifs a I’espéce A. pacifica qui montrent que le Cu seul
induit une mortalité élevée totale de 46,6% et une mortalité de 31,5% pour le Cd seul aprés 3
jours d'exposition (Jiang et al., 2007). L’exposition des individus au mélange des 3 métaux
n’induit pas, quel que soit le sexe ou le stade, de toxicité additive pour E. affinis contrairement
a ce qui a été rapporté par Meyer et al. vis-a-vis de mélanges de Cu et de Zn qui pourraient
induire une toxicité additive ou une toxicité supplémentaire chez Daphnia magna (Meyer et
al., 2015).

Les métaux traces sont reconnus pour leurs effets toxiques a la fois dans I'environnement et
sur les organismes marins (Berasategui et al., 2017 ; Florence et al., 1994 ; Luoma et al., 1995
; Zyadah et Abdel-Baky, 2000 ; Niebor et Templeton, 1994 ; Ghosal et Kaviraj, 2001, 2002).
En conséquence, la contamination peut réduire le potentiel de recrutement des nauplii des
copépodes et ainsi diminuer le succés des éclosions. La contamination peut également
augmenter la mortalité aux stades nauplii ou copépodites. L’impact de la contamination varie
alors avec la concentration en métaux, la durée d'exposition et I'espéce (Jiang et al., 2007,
Kadiene et al., 2017; Mohammed et al., 2011).

De la méme maniére, I'étude de Kormans et al. relative aux facteurs de stress
environnementaux chez E. affinis suggére que I'exposition au Zn et au Cu est en grande partie
responsable de la réduction des densités de population dans un estuaire contaminé comme
I’Escaut (Korsman et al., 2014). En outre, I'étude de Lira et al. a montré une sensibilité
similaire avec une diminution de la densité de population du nématode marin Rhabditis

(Pellioditis) marina lorsqu’elle est exposée au Cd (Lira et al., 2011).
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3.3. Reponses de la flore totale aux métaux traces

L’évolution quantitative de la flore totale des copépodes a également été suivie de maniére
cinétique au cours du temps d’exposition aux solutions de métaux seuls ou en mélange. La
Figure 21 expose les courbes de survie du nombre de bactéries (Log de g UFC.mL™) au cours
de I’exposition. Bien que la diminution de la charge bactérienne aérobie (figure 21, courbe
bleue) relative a 1’échantillon témoin décroisse d’un Log et de maniére quasi linéaire au cours
de I’expérimentation, l'effet des traitements seuls et du mélange sur la charge bactérienne
aerobie est globalement négatif pour atteindre des valeurs faibles, comprises entre 5,77+1,2 et
6,06+0,1Log de g UFC.mL™, aprés 96h d’exposition. Ces diminutions du nombre de bactéries
sont significativement différentes entre les expérimentations d’exposition aux métaux traces

seuls et a celles d’exposition au mélange de métaux et d’exposition de controle (p<0,01).

En effet, la charge microbienne chez les copépodes E. affinis exposés au Ni seul (figure 21,
courbe rouge) décroit d’une maniére linaire pour atteindre une valeur planchée de 5,27 +
0,41Log du nombre de bactéries par mL™ au bout des 144h d’exposition. La charge
microbienne des copépodes d’E. affinis exposés au Cd seul (Figure 21, courbe verte)
augmente légerement au début de I'expérience pour atteindre une valeur haute de 6,74 +
0,25Log du nombre de bactéries par ml a 48h d’exposition puis diminue progressivement
jusqu'a la fin de I'expérience pour finalement atteindre 5,6+ 0,02 Log du nombre de bactéries
par ml au bout des 114h d’exposition. Contrairement au Cd et au Ni, le nombre total de
bactéries aérobies des copépodes exposé au Cu (Figure 21, courbe jaune) diminue
considérablement dés les 1%® 48h d’exposition pour atteindre 5,93 + 0,36 Log du nombre de

bactéries par ml. Cette charge reste ensuite stable jusqu'a la fin de I'expérience.

Quel que soit le temps d'exposition, le mélange des trois métaux lourds semble avoir moins
d'effet que les éléments separés. La charge totale bactérienne aérobie (Figure 21, courbe
noire) diminue progressivement a une valeur finale de 6,06 + 0,39Log du nombre de bactéries

par ml puis ré-augmente légérement (6,2 + 0,05Log du nombre de bactéries par ml).
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Figure 21 . Evolution de la flore aérobie totale chez les copépodes E. affinis exposés a 1/3 de
CLsp de Ni, Cu, Cd seul et en mélange.

La charge bactérienne dans toutes les cultures de copépodes exposées aux métaux Cd, au Ni
et au Cu seul et en mélange est affectée au méme titre que la population d’E.affinis elle-
méme. Le Cu exerce un effet négatif supérieur a celui du Cd et du Ni. De méme, comme pour
la population, le traitement en mélange des trois métaux n’a pas montré un effet synergique

sur I’évolution de la charge bactérienne.

Bien que le nombre des études sur I'effet des métaux lourds sur les populations microbiennes
soit restreint, certains auteurs ont signalé que les métaux lourds, sous diverses formes dans
I'environnement, peuvent produire des changements significatifs dans les communautés
microbiennes et leurs activités (Hiroki, 1994, 1992 ; Doelman et al., 1994 ; Guzzo et al.,
1994 ; Starzecka et Bednarz, 1993).

Certains metaux sont essentiels pour les micro-organismes a une concentration relativement
faible (Co, Cu, Zn, Ni) en tant que cofacteurs vitaux pour les métalloprotéines et les enzymes
(Eiland, 1981 ; Doelman et al., 1994). Cependant ces métaux lourds exercent a plus forte
concentration dans I’environnement une action inhibitrice sur les micro-organismes en
bloquant les groupements chimiques fonctionnels essentiels, en déplagant 1’équilibre des ions
métalliques essentiels ou en modifiant les conformations actives des molécules biologiques
(Li et Tan, 1994 ; Wood et Wang, 1983 ; Doelman et al., 1994).
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En plus de la contamination métallique, les organismes aquatiques sont souvent exposés a
d’autres dangers tels les contaminants biologiques. Ces derniers peuvent engendrer d’intenses
mortalités dans les systemes aquacoles. En conséquence, des traitements préventifs ou curatifs
sont souvent mis en place et sont en partic associée a des méthodes d’identification

améliorées de souches pathogenes.

Traditionnellement, le référencement par méthodes phénotypique et biochimique de toutes les
espéces de la flore totale de ce milieu est rendu difficile de par le temps nécessaire a sa
réalisation mais aussi de par la difficulté de discrimination des espéces étroitement
apparentées. Depuis récemment, la spectrométrie de masse MALDI-TOF-MS fournit une
méthode simple, rapide et rentable pour identifier un nombre important de bactéries dans un
temps réduit. Cette étude a permis de mettre a profit les capacités d’identification de la cette
technique basée sur la spectrométrie de masse afin d’évaluer et de comparer ses performances

vis-a-vis des méthodes conventionnelles, dont la biologie moléculaire.

Dans ce chapitre nous nous intéressons a évaluer la diversité microbienne de la chaine
trophique des larves de la daurade Sparus aurata. Les matrices étudiées sont I’eau de mer des
différents endroits de la station d’expérimentation d’aquaculture du Laboratoire
d’Océanologie et de Géoscience, LOG de Wimereux et de la station d’expérimentation

Nausicaa de Boulogne sur mer, les micro-algues et les copépodes d’A. tonsa.

1. Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale (FMAT)

Par définition, la flore mésophile aérobie totale (FMAT) est un indicateur sanitaire important.
Elle regroupe I’ensemble des microorganismes se développant en présence d’oxygéne a une
température optimale de 30°C. En effet, une FMAT élevée représente un risque de présence
de germes pathogénes (Bougeois et Leveauj, 1996). Le dénombrement de cette flore a été
effectué, pour les différentes matrices a savoir 1’eau de mer, les micro-algues et les ceufs de
copépodes, par la méthode d’étalement classique sur un milieu gélosé non sélectif. Les
résultats obtenus exprimés en unités formant colonies (UFC) par millilitres sont présentés

dans la (Figure 22).
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Figure 22. Densités moyennes de la flore mésophile aérobie totale (FMAT) des trois
matrices ; eau de mer, micro-algues et les ceufs du copépode Acartia tonsa. EMB : eau
de mer brute, EMNA : eau de mer Nausicaa., EMNAC : eau de mer Nausicaa cuve,

EMTR : eau de mer cuve de réserve, EMFB : eau de mer filtre biologique.

Dans le cas des matrices d’eau de mer, les densités relevées relatives aux différents points de
prélévement sont comprises entre 4,31x10° + 0,04 et 1,53 x10° + 12UFC.mL™. Fort
logiquement, la densité microbienne la plus élevée est trouvée dans 1’eau de mer brute
(EMB). Les faibles densités cellulaires trouvees dans les eaux des autres lieux de prélévement
(EMNA, EMNAC, EMFB et EMTR) comparant a I’eau de mer brute, s’expliquent aisément
par les processus de filtration de 1’eau effectuée pour assurer une qualité d’eau constante tout

au long de ’année.

Les densités microbiennes enregistrées au niveau des microalgues, Rhodomonas sp et Pavlova
lutheri, et des ceufs de copépodes d’A. tonsa sont élevées avec des valeurs de respectivement
2,18x10* + 0,92, 4,4x10° + 1,34, et 1,99x10° + 1,3 UFC.mL™. Ce nombre total important de
germes trouvés dans les ceufs de copépodes est semble-t-il di au fait que les copépodes sont
des hétes de bactéries (Skovgaard et al., 2015). En effet, les copépodes jouent un rdle
important en fournissant des milieux favorables aux bactéries associées, facilitant ainsi la
croissance et l'activité bactérienne et augmentant la diversité bactérienne et la migration ou le

transfert tout au long de la chaine trophique (Dziallas et al., 2013; Grossart et al., 2010).
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2. Caractérisation phénotypique des isolats

Les résultats détaillés par morphotype sont regroupés dans le Tableau 11 pour information et
ne seront pas commentés en détails. En effet, la caractérisation morphologique des isolats
obtenus sur la gélose nutritive révele que sur un total de 434 isolats, 69% ont une forme de
bacilles, 21% sont des cocci et 10 % sont des coccobacilles. Concomitamment, 53% des
isolats totaux de la chaine trophique sont des Gram positives et 47% sont des Gram négatives
alors que 48% des isolats expriment une activité catalase positive et 52% une activité catalase
négative. Les résultats obtenus, montre clairement que la matrice des d'A. tonsa permet

d’isoler le plus d’isolats (175 isolats).

Tableau 11. Caractérisation morphologique et biochimique des isolats des trois matrices ; eau
de mer, micro-algues et les ceufs de copépodes Acartia tonsa.

Eau de mer Microalgues Eufs
EMB EMNA‘ EMNACQ EMFB | EMTR | Paviovasp | Rhodomonassp | d’A.tonsa

Nombre d’isolats 60 | 45 53 14 12,50 36 39 175
Bacilles(%o) 73,3373,33| 66,04 | 100 00 61,11 64,10 69,14
Cocci(%0) 13,33]20,00, 30,19 0 41,67 25,00 25,64 19,43
Coccobacilles(%0) 13,33| 6,67 | 3,77 0 8,33 13,89 10,26 11,43
Gram positif (%) 73,33/60,00( 83,02 | 50,00 | 66,67 58,33 69,23 30,29
Gram négatif(%o) 26,63/40,00( 16,98 | 50,00 | 33,33 41,67 30,77 69,71
Catalase positive (%) | 38,33/ 40,00 3396 | 64,29 | 41,67 44,44 35,90 60,00
Catalase négative(%b) | 61,67/ 60,00 66,04 | 3571 | 58,33 55,56 64,10 40,00

3. ldentification bactérienne par profilage MALDI-TOF-MS

Le recours aux technologies plus récentes tel le profilage par spectrométrie de masse MALDI-
TOF-MS est d’une grande utilité dans le domaine de la microbiologie clinique. Cette
technique d’identification bactérienne, est non seulement simple mais rapide et efficace. Elle
permet dans le domaine de la recherche, d’identifier plus rapidement les especes les plus

intéressantes.

L’application de cette technique d’identification des bactéries par profilage MALDI-TOF-MS
a permis d’identifier 248/434 isolats issus de la chaine trophique de la daurade Sparus aurata.

Ainsi, les vingt-deux genres identifiés sont présentés dans le Tableau 12.
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Tableau 12 .Vingt-deux genres identifiés de 248 isolats de la chaine trophique de Sparus

aurata identifiés par spectrométrie de masse MALDI-TOF

Identification BioTyper

Genre Nombre de souche Genre Espece
Proteus 23 23 23
Vibrio 54 54 25
Staphylococcus 44 44 35
Morganella 1 1 1
Shewanella 4 4 2
Bacillus 39 39 29
Brevibacillus 2 2 2
Pseudomonas 26 26 16
Halomonas 4 4 1
Dietzianatrono 1 1 0
Micrococcus 3 3 2
Rhodococcus 9 9 3
Microbacterium 23 23 12
Kocuria 1 1 0
Lactobacillus 1 1 0
Escherichia coli 1 1 0
Achromobacter 4 4 3
Sphingopyxis 1 1 1
Ralstonia 1 1 0
Neisseria 1 1 0
Rhizobium 1 1 0
Rhodotorula 4 4 4

En effet, I’identification par MALDI-TOF-MS de toutes les souches a généré des spectres

représentant les masses moléculaires moyennes des protéines les plus abondantes et les mieux

ionisées de chaque souche. Ces spectres MALDI-TOF MS expérimentaux obtenus de

guelques espéces appartenant aux genres dominants identifiés dans ce travail, different

nettement en termes de nombre et d'intensité des signaux de masse (Figure 23 A, B, C, D, I, J,

K et L). Ces spectres de masse obtenus sont ensuite informatiquement comparés aux spectres

de masse de la base de donnees de spectres de référence BioTyper. Ainsi, I’appariement entre

les spectres obtenus et les spectres de références est exprimé par BioTyper selon un Log

(Score).

Les spectres de baton en couleur présentés dans la Figure 23 (E, F, G, H, M, N, O et P)

éclaircirent I'appariement du profil expérimental MALDI-TOF-MS de la souche (moitié

© 2018 Tous droits réservés.
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supérieure des spectres de baton colorés) et les profils correspondants MALDI-TOF MS de la
base de données BioTyper (moitié inférieure des spectres de baton colorés). Le code couleurs
associees (vert, jaune et rouge) aux spectres en baton dans la moitié supérieure montrent le
degré de la pertinence de I'appariement du pic (intensité et valeur m / z) entre les profils
MALDI-TOF MS expérimentaux et ceux de référence de la base de données. Ce code couleur
traduit en Log (scores) prend en compte le nombre de pics correspondants, le nombre total de
pics, le poids maximal représentant la spécificité de I'espece et un facteur de corrélation lié a

I'intensité de pic correspondante (Cherkaoui et al., 2010).
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Figure 23. Profils MALDI-TOF-MS bruts paneau gauche (A, B, C, D, I, J, K et L) et les identifications correspondantes de bactéries obtenues a partir de trois colonies distinctes
pour chaque souche paneau droit (E, F, G, H, M, N, O et P). Le log (scores) d’identification est de 2,19 (E : P. stutzeri), de 2,20 (F : B. subtilis), de 2,12 (G : V. anguilarum), de
2,07 (H : V. alginolyticus), de 2.51 (Proteus vilgaricus), de 2.24 (Staphylococcus épidermidis), de 2.31 (S.hominis) et de 2.18 (Micrococcus luteus)
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3.1. Microflore de ’eau de mer

Les résultats d’identification bactérienne des 184 isolats d’cau de mer issus des différents
points de prélévements, sont présentés dans le Tableau 13. Plus de 50% de ces isolats (soit un
total de 107) sont identifiés par profilage MALDI-TOF-MS. La majorité (76 %) des isolats est
identifiée avec certitude au niveau du genre et de I'espéce avec log (score) < 3,000 et > 2,000
contre 24 % seulement au niveau du genre avec log (score) < 1,999 et > 1,700. La non-
identification des isolats restant est probablement due a I’absence de spectres de masse de
référence liés a ces especes au sein de la base de données Bruker.

Tableau 13 . Bilan d’identification ou de non identification des isolats d’eaux de mer des
différents points de prélévements.

.. Isolats
Slilge Codes Total Non identifiés Identifiés

Canal de la Manche EMB 60 8 52

. ) EMNA 45 27 18
Station de Nausicaa

EMNAC 53 24 29

Station de Wi EMFB 14 9 5

ation de Wimereux EMTR T 9 3

Total 184 79 107

L’identification bactérienne par profilage MALDI-TOF-MS des isolats issus de I’eau de mer
de tous les points de préléevement confondus montre une richesse spécifique de la flore
bactérienne. Les 107 isolats identifiés appartiennent aux genres suivants : Proteus (21,5 %),
Vibrio (16,8%), Staphylococcus (15,9%), Pseudomonas (15.9%), Rhodococcus (8,4 %),
Microbacterium (7,5 %), Achromobacter (3,7 %), Brevibacillus (1,9 %), Halomonas (1,9 %),
Micrococcus (1,9 %), Dietzia (0,9 %), Morganella (0,9 %), Shewanella (0,9 %), Bacillus (0,9
%), Sphingopyxis (0,9 %). De la méme maniére, la distribution des espéces bactériennes
isolées de 1’eau de mer, illustrée dans la Figure 24, montre que les especes les plus abondants
sont : Proteus vulgaris, Pseudomonas stutzeri, Vibrio anguillarum, Rhodococcus facians et

Staphylococcus epidermidis.

La majorité des genres isolés de I’eau de mer des différents points de prélévement font partie

de la flore marine naturelle.
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Figure 24 . Distribution par genre et espéce des espéces bactériennes isolées de 1’eau de mer
de tous les points de prélévement confondus et identifiées par profilage
MALDI-TOF-MS.

3.2. Microflore des micro-algues

En ce qui concerne les micro-algues, 36 et 39 isolats ont été respectivement sélectionnés a
partir des échantillons de Pavlova lutheri et Rodomonas sp. Sur un total de 75 isolats, plus de
la moitié a également pu étre identifiée par profilage MALDI-TOF-MS, dont 61,5 % avec
certitude au niveau du genre et de I'espéce et 38,5 % au niveau du genre uniquement.

Ainsi, la distribution des especes microbiennes représentée dans la Figure 25 révéle la
présence des cing genres suivants: Bacillus (30,76%), Microbacterium (28,20%),
Staphylococcus (23,08%), Halomonas (2,56%), Rolstonia (2,56%), et d’un genre de levure :
Rhodotorula (10,26%). Les especes bactériennes les plus abondantes sont B. subtilis,
Staphylococcus Hominis et la levure Rhodotorula mucilaginosa.
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Figure 25 . Distribution des especes bactériennes isolées des micro-algues des deux espéces
(Pavlova sp et Rodomonas sp) confondues et identifiées par profilage MALDI-TOF-MS.

3.3. Microflore des ceufs d’Acartia tonsa

Comparativement aux deux matrices décrites ci- dessus, le profilage MALDI-TOF-MS

permet d’identifier 58% d’isolats sur un total de 175 isolés des ceufs de copépodes d’A. tonsa,

dont 54% des identifications le sont avec certitude au niveau du genre et de I'espece pour 46%

seulement au niveau du genre. L’identification par profilage MALDI-TOF-MS reévele donc

également une grande diversité de souches bactériennes appartenant a douze genres
différents ; Vibrio (34,31%), Staphylococcus (17,64%), Bacillus (24,50%), Pseudomonas
(13,73%), Shewanella (2,94%), Kocuria (0,98%), Lactobacillus (0,98%), Escherichia

(0,98%), Halomonas (0,98%),

Nesseria (0,98%), Rhizobium (0,98%), Micrococcus (0,98%)

(Figure 26), avec comme genres dominants Vibrio, Staphylococcus et Bacillus.

Parmi les 29 espéces identifiées, les plus dominantes sont : V. anguillarum (19 souches), S.

hominis (10 souches), B. subtilis (9 souches), P. putida (9 souches), V. pomeroyi (6 souches),

S. epidermidis (6 souches), B.

pumilus (5 souches) et B. cereus (5 souches). En plus de ces

espéces dominantes, d'autres telles que E. coli, Shewanella algues, Shewanella putrefaciens,

© 2018 Tous droits réservés.
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Micrococcus luteus, Rhizobium radiobacter et Neisseria flavescens ont également été
identifiés sans ambiguité par profilage MALDI-TOF-MS (Figure 26).

Ces genres trouvés dans les ceufs d’A. tonsa ont été signalés précédemment dans I’étude de
Hansen et Bech (1996) mais sur la microflore des pelotes fécales d'une autre espéce de
copepode de I'hémisphére Nord, A. tonsa (Dana). Elle était dominée par Bacillus,
Cytophaga/Flavobacterium, Vibrio et Pseudomonas. Ces bactéries se trouvaient
principalement attachées a l'exosquelette des copépodes et, dans une moindre mesure, a
I'intestin, ainsi qu'a l'intérieur du tissu musculaire squelettique.

Lactobacillus o ~ Halomonas
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Figure 26 . Distribution des espéces bactériennes identifiées par profilage MALDI-TOF-MS,
isolées a partir des ceufs de copépode A. tonsa.

L’analyse des résultats du profilage MALDI-TOF-MS révéle que les genres les plus

dominants pour I’ensemble des matrices sont les Vibrio (21,77%), Staphylococcus (17 ,74%),

Bacillus (15,73%). Les dendrogrammes généres pour les différentes souches de ces genres par
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la méthode standard de création de dendrogramme MSP de BioTyper (Figure 27 et Figure 28)
montrent une classification hiérarchique des souches et fournissent les relations de similarité

entre chacune des especes détectées.

En effet, la Figure 27 montre que les souches nommées 51COPS,4COPS, 57COPOS, 48COPS,
49COPS, 39COPS, 34COPS,20COPS,22COPS,44COPS, 25COPS, 54COPS, 1COPS,
17COPS, 14COPS, 46COPS ,56COPS, 47COPS (couleur verte) sont alignées aux souches de
références de la base de données Bruker Vibrio anguillarum DSM21597TDSM. Les souches
nommées 24EMB, 16EMB, 7TEMCOPS, 521EMB, 52EMB, 42COPS, 12COPSH, 18COPS
(couleur violette) sont alignées a la souche de référence V. cyclitrophicus LMG21359THAM.
Alors que les souches nommées 34EMCOPS, 1IEMCOPS, 35EMCOPS (couleur rouge) sont
alignées a la souche V. pomeroyi DSM17180THAM. Pour les nommées 4EMB, 17EMB
(couleur bleue) sont alignées a la souche de V. alginolyticus DSM2171TDSM.
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Figure 27. Dendrogramme des profils de spectres de masse MALDI-TOF-MS des souches
Vibrio isolées a partir d'ceufs de copépodes d 'Acartia tonsa (COPS) et I’eau de mer (EMB).
Creéés par la méthode standard de création de dendrogramme MSP de BioTyper, version 1.4
ave avec les paramétres par défaut suivants : mesure de la distance : corrélation ; lien : -300

apparenteé-0. Le regroupement a été effectué avec les souches de références de la base de

données Bruker.
profil MS de référence de base de Bruker pour B. pumilus DSM 13835.
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Figure 28. Dendrogramme des profils de spectres de masse MALDI-TOF-MS des
souches de B. pumilus isolées a partir des ceufs d’A. Tonsa, crié par la méthode standard
de création de dendrogramme MSP de Biotyper, version 1.4 avec les parameétres par
défaut suivant: mesure de la distance: corrélation; lien: -300, apparenté-0.

4. Identification par séquencage de ’ADNr 16S

L’analyse du géne codant pour I’ARN ribosomique 16S (ADNr 16S), consistant a comparer
au niveau génétique les « nouvelles » especes a des souches dites de référence, est la méthode
la plus utilisée pour attribuer une souche bactérienne a un groupe taxonomique. Ce gene
procaryote spécifique a été de loin choisi comme marqueur phylogénétique car il est joue un
role clef dans la traduction et qui est présent dans presque toutes les especes bactériennes

(géne universel).

Parmi les 21 genres identifiés par profilage MALDI-TOF-MS, les plus dominants sont :
Vibrio (21,77%), Staphylococcus (17,74%), Bacillus (15,73%). Les souches de ces genres
dominants sont confirmées par séquencage de I'ADNr 16S.
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4.1. ldentification moléculaire de souches de vibrio

L'amplification et le séquencage de I'ADNr (Figure 29) ont identifié les souches 20COPS,
22COPS, 2EMB, 34COPS, 1COPS, 39TCOPS et 49COPS comme Vibrio anguillarum. Les
séquences d’ADNr 16S ont des scores maximums entre 2202 et 2591 et de valeurs E de 0 et
des scores d'identification de 99%. La souche 49EMB est identifiée a 99% comme V.
aestuarianus et une valeur E de O et un score de 2593. Alors que la souche 17EMB est

identifiée a 100% comme V. alginolyticus valeur E de 0 et un score de 2521.

Cependant 1’analyse phylogénétique des séquences d'ADNr 16S montre que ’ensemble de

ces souches est bien affiliée et trés proche des souches de références.

Souche

© 2018 Tous droits réservés.

Query
Max Score ‘f' E value Identification ccession
COLEL
0.00
20COPS Vibrio anguillarmm 2380 990, 0.0 990, KC210826.1
.;“
22 COPS Vibrio anguillarum 250 99%0 0.0 99%, KC210826.1
op
2 EMB Vibrio anguillarum 2202 10006 0.0 990, K1204891.1
0.02 0joe
34 COPS Vibrio anguillarum 257" 990, 0.0 9%, KL204891.1
0.0
| 1COPS Vibrio anguillarum 2562 9%, 0.0 99% KU204891.1
0.01 b isar AODE BASL .
[m 39T COPS Vibrio anguillarum 5 ¢=q 999, 0.0 990, K17204891.1
3,00 T l
. 0P 49 COPS Vibrio anguillarum 35" 009, 0.0 990, KU204891.1
U0 59 EMB Vibrie aesmuarianus 2593 990, 0.0 990, NR_113780.1
0L 17 EMB Vibeio alginolyticns 2621 9% 0.0 100%  KJST2831.1

Escherichia coli NBRC3972

Figure 29 . Arbre phylogénique et tableau des scores d'alignement des séquences du gene
ADNr 16S de souches de Vibrio isolées a partir des ceufs d’4. tonsa et ’eau de mer en
utilisant le logiciel de nucléotides (BLAST) NCBI, I'arbre généré en utilisant le logiciel de
nucléotides (BLAST) NCBI, l'arbre genéré en utilisant le logiciel MEGA 7.

4.2.  ldentification moléculaire de souches de Bacillus pumilus

L'amplification et le séquencage de I'ADNr ont également identifié les souches 18 COPS, 35A
COPS, 35R COPS, 38 COPS et 40A COPS comme B. pumilus. Les séquences d'’ADNr 16S
sont soumises & Gen bank et les numéros d'accession sont respectivement MF692772,
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MF692773, MF692774, MF692775 et MF692776 avec des scores maximums entre 1982 et
2617, des valeurs E de 0 et des scores d'identification de 99%.

L'analyse phylogénétique des séquences d’ADNr 16S (Figure 30) montre que ces cing souches
sont affiliées et treés proches les unes des autres, a I'exception du 35R COPS souche qui est
groupée seule. De plus, les 4 souches 18 COPS, 35A COPS, 38 COPS et 40A COPS semblent
constituer un groupe distinct, et semblent affiliées a la souche de référence B. pumilus
ATCC7061. Il est intéressant de noter que ce groupe est groupé sur la méme branche d'ou
provenait la souche COPS 35R, cette souche formant une ramification isolée. Le score
d'identification de 96% pour la souche 35R COPS suggére qu'elle pourrait étre d’une nouvelle
souche qui ne figure pas dans la base de données du NCBI. Cette découverte nous a conduits

a caracteriser les métabolites secondaires produits par cet isolat (Chapitre 3. section 4.2).

Strain MaxScore Querycover Evalue Identification Accession

+  Badlius pumilus
Emm 1982 1982 00 09  NR112637.1

Bacilius pumitus

pssosds 0424887
o el ™S 2615 2615 00 099 NR0432421
po SRS 2615 2615 00 099 NR1126331
o spmis1® 2617 2617 00 099  NRO432421
ho SOUSPMAS 556 255 00 099 NROZ4STII
. : : - - X851887
R s AY359633

02

Figure 30 . Arbre phylogénique et tableau des scores d'alignement des séquences du gene
ADNr 16S de souches de Bacillus pumilus isolées a partir des ceufs d’A. tonsa en utilisant le
logiciel de nucléotides (BLAST) NCBI, I'arbre généré en utilisant le logiciel MEGA?7.

4.3. ldentification moléculaire des Staphylococcus

Les résultats d’identification par MALDI-TOF-MS ont montré que les souches 8EMB et
27EMB correspondent a S. warneri, tandis que 11EMB, 13 EMB et 25EMB correspondent a

S. epidermidis, S. hominis et S. condimenti, respectivement. L'identification de ces souches de
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Staphylococcus est confirmée par sequencage de I'ADNr 16S. Les résultats obtenus montrent
des scores compris entre 1982 et 2617 et des scores d'identification de 100% (Tableau 14).
Les séquences d’ADNTr 16S sont soumises a Genbank et les numéros d'accession des souches
EMB2, EMB25, EMB13, EMB11 et EMB8 sont respectivement MH267811.1, MH267810.1,
MH 267809.1, MH 267808.1 et MH2678071.

Tableau 14. Scores d’identification moléculaire des séquences du géne 'ADNr 16S des
souches de Staphylococcus isolées de I'eau de mer.

Code des Identification de Score Score Query | Identificati Nombre
e value
Souches I’organisme max total cover on d’accession
EMB 8 Staphylococcus warneri 2603 2603 99% 0.0 99%  NR_102499.1

EMB 11 Staphylococcus epidermidis 2549 2549 100% 0,0 99% NR_113957.1
EMB 13 Staphylococcus hominis 1269 1269 100% 0,0 100% NR_041323.1
EMB 25 Staphylococcus condimenti 734 734 99% 0,0 99%  KC252790.1

EMB 27 Staphylococcus warneri 2597 2597 99% 0,0 99% KR027924.1

La FMAT, identifiée par profilage MALDI-TOF-MS au niveau des différentes matrices (eaux
de mer des tous les points de prélevements (107 isolats), ceufs d’A. tonsa (104 isolats), micro-
algues (39isolats) présente une richesse bactérienne spécifique importante (Tableau 15). Les
genres dominants sont Vibrio, Staphylococcus, Bacillus, Pseudomona, Micobactérium,
Proteus, Rhodococcus, Achromobacter et Shewanella. Cependant, des études dans
I’environnement aquatique ont clairement montré la présence de ces genres (Hansen et Bech,
1996 ; Skovgaard et al., 2015 ; Skovgaard et al., 2015).

Bien que les souches isolées puissent avoir pour origine I'environnement (par exemple : eau
de mer, copépodes adultes : accouplement, libération d'ceufs, pellets fécaux, microalgues),
certaines souches identifiées sont des agents pathogénes opportunistes pour les poissons, les
humains ou les deux ex V. anguillarum, B. cereus. Les bactéries inoffensives pour les
poissons mais pathogenes pour I'nomme (Listeria, Staphylococcus et Vibrio) constituent une
menace d'autant plus importante que les poissons vivant dans les eaux polluées porteurs de

streptocoques et de coliformes fécaux (Gatesoupe et Lésel, 1998)
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Des espéces du genre Vibrio, le genre le plus dominant dans cette étude, ont été isolé de
facon systematique dans les d milieux marins et estuariens (Colwell et Hug, 1998 ; Kapperud
et Jonsson, 1978 ; Colwell et al., 1981; Kaper et al., 1979, 1981 ; Moites et al.,1983).
Certaines espéces pathogénes identifiées telles que V. anguillarum et V. alginolyticus ont été
décrites comme responsables des problémes majeurs en aquaculture (Austin et Newaj-Fyzul,
2017). Pour preuve, une étude plus approfondie sur V. alginolyticus rapporte une mortalité

chez la daurade d’élevage (Sparus aurata).

Les Pseudomonas sont des bactéries ubiquitaires, rencontrées surtout dans les eaux douces et
marines. Parmi les especes identifieées P. anguilliseptica et Pseudomanas putida sont
considérées dans plusieurs études comme agents pathogenes affectant une variété d’especes

de poissons (Austin et Austin, 1999 ; Toranzo et al., 2005 ; Wakabayashi et Egusa, 1972).

Le genre Bacillus est fréeguemment isolé des milieux marins (Ettoumi et al., 2009 ; Miranda et
al., 2008). Il peut constituer jusqu'a 20% de la flore hétérotrophe totale du milieu aquatique. Il
se distingue dans cette étude par son nombre d’espéces inoffensives, a I’exception de
B.cereus. Les souches B. subtilis et B. pumilus résultent comme les especes les plus

dominantes.

A cbté de cette flore autochtone adaptée rigoureusement aux conditions de vie marine, une
flore accidentelle a été identifiée : c’est le cas des Staphylococcus. Naturellement présentes
chez ’homme et les animaux a sang chaud, éliminées dans le milieu extérieur, ces bactéries
trés résistantes sont fréquemment retrouvées dans I’environnement (Ciupek et al,. 2002).
L’espéce Staphylococcus epidermidis, rencontrée dans les différentes matrices étudiées, a
préalablement été signalée par Gunn et al. (1982) comme également présente dans

I’environnement aquatique.
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Tableau 15 . Identification de 248 isolats de la chaine trophique de Saprus aurata par spectrométrie de masse MALDI-TOF.

Espéce

Identification Bio Typer

Eau de mer*

Micro-algues**

(Eufs d’A. tonsa
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souche

Genre
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Vibrio cyclitrophicus
Vibrio scophthalmi
Vibrio alginolyticus
Vibrio aestuarianus
Vibrio rotiferianus

Vibrio tasmaniensis
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Morganella morganii

Shewanella algae

Shewanella putrefaciens
Shewanella fidelis

B.pumilus

B.subtilis
B.altitudinis

B.mojavensis
B.atrophaeus
B.licheniformis
B.cereus

Brevibacillus laterosporus
Brevibacillus borstelensis

Pseudomonas Putida,
Pseudomonas anguilliseptica
Pseudomonas stutzeri
Halomonas elongata
Halomonas aquamarina
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Kocuria palustris

Lactobacillus paralimentarius

Escherichia coli

Achromobacter Piechaudii

Sphingopyxis terrae

Ralstonia pickettii

Neisseria flavescens

Rhizobium radiobacter
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* 1 Tous les points d’eau de mer confondus, ** : deux espéces de micro-algues confondues.
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En plus des différentes especes bactériennes isolées, une seule espéce de levure a été trouvée
chez les micro-algues. 11 s’agit de Rhodotorula mucilaginosa. Cette levure saprophyte
omniprésente a également été isolée d’eaux marines polluées par les déchets ménagers
(Ekendahl et al., 2003 ; Hagler et Mendonca-Hagler, 1981). Sa présence a aussi été signalée
chez les mollusques comestibles et les crustacés (Eklund et al., 1965). Rhodotorula spp. sont
des agents pathogenes opportunistes, en particulier chez les individus immunodéprimés
émergents (Capoor et al., 2014).
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Chapitre I11. Criblage et Caracterisation
de Souches Productrices de Molécules

Antagonistes
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Bien que l'activité aquacole ait connu un grand développement au cours des trois derniéres
décennies, les maladies infectieuses sont devenues un facteur limitant dans le domaine de
I’aquaculture de par l'utilisation de plus en plus importante d'antibiotiques qui a conduit a
I'émergence généralisée des résistances aux antibiotiques. Afin de limiter les résistances aux
antibiotiques, la réglementation européenne encadre [’utilisation des antibiotiques en
aquaculture. De nouvelles stratégies de lutte contre les infections doivent donc étre
développées. Parmi celles-ci, I’utilisation de microorganismes est une voie prometteuse. Ainsi
B. pumilus est une bactérie déja décrite dans la littérature comme productrice de molécules
naturelles antimicrobiennes mais aussi comme souche probiotique potentiellement utilisable

en 1’aquaculture.

Dans ce chapitre, nous avons concentré notre attention principalement sur deux souches de
I’espéce B. pumilus initialement identifiées par MALDI-TOF-MS. Apres avoir évalué leurs
activités antibactériennes vis a vis d’une série de bactéries pathogénes, notre travail s’est
focalisé sur I’identification des molécules responsables de ces activités antimicrobiennes mais

aussi sur I’identification du systéme génétique codant ces molécules d’intérét.

1. Sensibilité des souches cibles aux antibiotiques

La sensibilitt des souches aux antibiotiques est effectuée conformément aux
recommandations de I’European committee on antimicrobial suscceptibility testing

(EUCAST, www.eucast.org). Ainsi, toutes les souches de Staphylococcus isolées de I'eau de

mer ont montré une résistance a l'amoxicilline et a I'imipenem mais une sensibilité a la
gentamycine, a l'amikacine, a la ciprofloxacine, a la moxifloxacine, a la lévofloxacine et au
chloramphénicol. De plus, les souches S. epidermidis 11EMB et S. hominis 13EMB étaient
résistantes a I'érythomycine et a d'autres antibiotiques tels que la tétracycline (Tableau 16).
Quant aux souches de vibrion, toutes les souches isolées dans cette étude ont montré une
résistance a I’amoxiciline, a I'érythomycine et a la vancomycine. Plus particulierement, les
souches V. alginolyticus (22 COPSH) et V. anguilarum (19TCOPS, 34COPS, 22COPS)
isolées des ceufs d’A. tonsa ont montré un profil de résistance plus large aux antibiotiques.
Comme c’est présenté dans le tableau 17, toutes les souches de vibrio ont montré une
sensibilité a ’azithromycine, gamithromicine, ciprofloxacine, moxifloxacine, levofloxacine et

marbofloxacine.
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Tableau 16. Sensibilité des souches de vibrio et de Staphylococcus isolées de la chaine trophique de la daurade contre différents antibiotiques.

Famille d'antibiotiques

Lactamines  Aminoside Macrolides Fluoroquinolones %:%f;ep Cycline  Phenicoles Rifampicine
= % X S
(3}
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V. anguilarum 1 COPS R R S S S S R S § S S S S R S S R R
V. alginolyticus V ALG

CIP 103336 R S S S S S R S S S S S S R S S S S

V. alginolyticus 17 EMB R S S S S S R S S S S S S R S S S S

V. alginolyticus 22COPSH R R S S S S R S S S S S S R R R R R

V.anguilarum 19TCOPS R R R S S R R S S S§ S S S R S S S R

V.anguilarum 34COPS R R R S S S R S S S S S S R S S S S

V.anguilarum 22COPS R R S S R S R § S § S S S R R R R R

S. epedermidis 11 EMB R S R R S S R S S S S S S S R S S R

S. epedermidis 52 EMB R S S R S S R S S S S S S S R S S R

S. condimenti 25 EMB R S R S S s § §S S S S S S S S S S S

S. hominis 13 EMB R S S R S S R R R S S s S R R S S S

S. warneri 8 EMB R S S R S S R R R S S s S R R S S S

S. warneri 27 EMB R S S R S S R R R S S S S R R S S S

* . Antibiotique a utilisation vétérinaire
S : phénotype sensible ; R: phénotype résistant.
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2. Activité antibactérienne des souches de Bacillus

Les activités antagonistes in vitro des cultures et des surnageants des souches de Bacillus sont
évaluées vis-a-vis d’un ensemble de souches bactériennes pathogeénes cibles, comprenant a la
fois des bactéries a Gram-positif et des bactéries a Gram-négatif. Les tests d’antagonisme sont

réalisés par les méthodes contact cellulaire et diffusion.

L’activité antagoniste in vitro par contact cellulaire montre que les souches de B. pumilus 18
COPS, 35A COPS, 35R COPS, 38 COPS et 40A COPS ont des activités antagonistes contre
V. anguillarum, V. alginolyticus, S. aureus ATCC33862 et Koccuria rizophila CIP53.4 avec

des diamétres de zones d’inhibition compris entre 8 et 16 mm (Figure 31).

24 COPS

3 cors

23 COPS £
15COPY 3ACORS

404 COP3

3R COPS

33 COP3
(O \
3SREOPS
3B CoPs

18 COPS
JSACOPS

40A COP3

Koccuria Cip 53.4 V. anguillarum 1 COPS V. alginolyticus 17EMB

40A COPS

3sCoPs 1§ Cops
104 COPS

354COPS
3SRCOPS

Koccuria Cip 53.4 V. anguillarum 1 COPS L. inocua ATCC S aureus ATCC 25923

Figure 31. Photographie des activités antibactériennes (A) des cultures évaluées par contact
cellulaire et (B) des surnageants (cell free supernatants, CFSs) évalués par diffusion sur
gélose, des souches de Bacillus pumilus (18 COPS, 35A COPS, 35R COPS, 38 COPS et 40A
COPS) et Bacillus subtilis (23 COPS, 24 COPS, 30 COPS, 35B COPS, 58 COPS) contre
certaines souches pathogénes (Koccuria CIP 53.4, V. anguillarum, V. alginolyticus, L. inocua
ATCC et S. aureus ATCC33862.

En revanche, les souches de B. subtilis testées ne montrent pas d’activité antagoniste pour
toutes les souches cibles (Tableau 17). Afin de confirmer 1’activité antagoniste de nos souches

de Bacillus et de déterminer si l'activité antimicrobienne est due a des molécules sécrétées,
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I'activité antimicrobienne des surnageants de culture issus de bouillons nutritifs de B. pumilus
et de B. subtilis a été évaluée par la méthode de diffusion. Les résultats sont rassemblés dans
le Tableau 18.

Les surnageants de culture des souches de B. subtilis ne montrent aucune activité contre notre
gamme de pathogenes, y compris les souches de Vibrio, Listeria et Staphylococcus.
Contrairement aux surnageants de culture des souches de B. pumilus qui montrent aussi des

activités contre ces pathogénes (Figure 31 B)

L'activité antagoniste la plus élevée pour les surnageants de culture des souches de B. pumilus
testées est observée contre V. alginolyticus CIP103336 et V. alginolyticus 177EMB (isolées de
I'eau de mer), pour lesquelles les zones d'inhibition obtenues varient entre 10 et 15 mm, a
l'exception de I’activité de B. pumilus 40A COPS contre V. alginolyticus CIP103336. Une
activité antagoniste similaire est observée contre Listeria innocua ATCC 51742 et L.
monocytogenes 157 avec une large zone d'inhibition (10-15 mm). De maniére intéressante,
ces antagonismes semblent étre spécifiques de la souche car aucune zone d'inhibition n'est
observée pour les autres souches de L. monocytogenes testées (L. monocytogenes 158, 161 et
162). Le surnageant des souches de B. pumilus présente des activités contre S. aureus ATCC
33862, S. aureus ATCC 25923 et V. anguillarum 1 COPS (isolé a partir d'ceufs d’A. tonsa)
pour lesquels les diameétres des zones d'inhibition obtenues sont proches de 6-8 mm. Ces
activités antagonistes sont plus faibles que les activités observées contre les souches de V.
alginolyticus. Aucune activité n'est observée pour aucune des souches de S. aureus resistantes

a la méthicilline SARM et S. epidermidis respectivement.
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Tableau 17. Activités antibactériennes, établies par contact cellulaire, des souches de Bacillus cultivées en bouillon nutritif.

Pathogénes Gram - Pathogénes Gram +
(o]
™
- — p= ™ N~ o) — o © N - N
& o W 5085 8 5 9 2 3 2 9 <
-~ N~ < O o N —~ —~ —~
Souches testées 8 %,), S @ O § § é é O 0 % f,t) %
S = S LR = @ @ [ v« O O ¥ o
S ] o (= o> =) =) 2
S L2 2 o < o o S S i=] = = > > =
8 © re) O > &) &) o &) g (%) %) %) %) %)
S £ € = 8 g 2 g 2 3 32 2 3 2 B
> 'S = = c S S S S =] hast ust o — - O
S ©« ® 3 £ E E E E & R 8 I B I
> 0> S o d d 4 d BB BB B B
18 COPS + o+t A+ A+ - - - - + ++ - - -
38 COPS + ++  +++ - ++  +++ - - -
B. pumilus 35R COPS + +++ +++ +++ ++  ++ - - - - ++ 4+ - - -
40A COPS + ++  ++ 4+ - - - - ++  ++ - - -
35A COPS + +++ +++ +++ +++ ++ - - - - ++  ++ - - -
181 COPS - - - - - - - - - - - - - - -
21 COPS - - - - - - - - - - - - - - -
23 COPS - - - - - - - - - - - - - - -
24 COPS - - - - - - - - - - - - - - -
B. subtilis 30 COPS - - - - - - - - - - - - - - -
351 COPS - - - - - - - - - - - - - - -
401 COPS - - - - - - - - - - - - - - -
411 COPS - - - - - - - - - - - - - - -
58 COPS - - - - - - - - - - - - - - -

(-): absence de Zone d’inhibition; +: Zone d’inhibition de 7-10 mm; ++: Zone d’inhibition de 10-15 mm; +++: Zone d’inhibition > 15 mm.
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Tableau 18. Activités antibactériennes, établies selon la méthode de diffusion, des surnageants de cultures des souches de Bacilles cultivées en

bouillon nutritif

Pathogénes Gram - Pathogénes Gram +

— O
m N

2 Z S 5 8 @ o 38 o og K
5% S 3 6 38 33 o8 222
Souches testées % § g 3 |L_> % % % % o 8 8 T & o
EZ2 & o <« 2 82 5§ 8 £ E E 5 35 =
s £ 0O £ % % %3 & E o 2 72 2 a
>822 £ 8 5 £ E £ 8 8 8 8 i,
5 s < 3 £ € 8 8 2 & 2 F 3 3 33
S 59 s € 4 4 4 4 4 o6 b b b b s8R
18 COPS I i o = o S S - - - - + ++ - - -
38 COPS ++  +++ A+ A - - - - ++  ++ - - -
B.pumilus 35R COPS +  +++ +++ +++ +++ ++ - - - - ++ 4+ - - -
40A COPS + + 4+ A+ - - - - + + - - -
35A COPS +  +++ +++ +++ +++ +++ - - - - ++ 4+ - - -
181COPS - - - - - - - - oo
21COPS - - - - - - ..o oo
23 COPS - - - - - - - - - - - - - - -
24COPS - - - - - oo oo o
B. subtilis 30 COPS - - - - - - - - - - - - - - -
351COPS - - - - - - - ..o .
401COPS - - - - - oo oo
411COPS - - - - - oo oo o
58 COPS - - - - - - - - - - - - - - -

(-): absence de Zone d’inhibition; +: Zone d’inhibition de 7-10 mm; ++: Zone d’inhibition de 10-15 mm; +++: Zone d’inhibition > 15mm.
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3. Détermination de ’activité hémolytique

L’hémolyse ou la lyse des hématies est par définition la destruction de la membrane
plasmique des hématies. Cette propriété des microorganismes se traduit par la formation
d’une zone de lyse en présence d’érythrocytes. Cette propriété est facilement détectée lorsque
les cellules produisent des molécules de la famille des surfactines (Nakano et al., 1988).
Gréace a leur nature amphiphile, ces composants sont des agents tensioactifs qui déstructurent

les membranes biologiques par solubilisation des lipides de structures qui les composent.

Comme illustré sur Figure 32, les souches de B. pumilis cultivées sur milieu LB complété de

5% de sang de cheval ne montrent pas d’activité hémolytique.

—

18 COPS
35R COPS
35A COPS
38 COPS

40A COPS _

£. pumilis

L Y

Figure 32. Photographie témoignant de 1’absence d’activité hémolytique des souches
de B. pumilus (1 a5) .

En effet, I’absence de 1’activité hémolytique chez les deux souches de B. pumilus ; 35RCOPS
et 38COPS ainsi que leur effet antimicrobien remarquable contre une série de souches
pathogeénes, nous a encouragé a approfondir et caractériser les métobolites secondaires

produites par ces deux souches.
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4. Caractérisation des métabolites secondaires de la souche B.
pumilus 35R COPS

4.1. Detection de la production de lipopeptides et des molécules actives par
spectrométrie de masse MALDI-TOF-MS

Dans ’optique de confirmer les résultats concernant les activités des souches de B. pumilus
par la mise en évidence de la production de molécules potentiellement actives, une analyse
par spectrométrie de masse MALDI-TOF-MS a été effectuée sur le surnageant des cultures
bactériennes sur milieu Landy. Pour exemple, dans la gamme de masse sur charge (m/z)
1000-1130, les spectres de masse révelent la présence de composés de m/z compris entre
1059,57 et 1117,62 (Figure 33). Ces composés sont détectés en tant qu’ions de type [M+H]*
ou de type [M+Na] *. De plus, les écarts de masse de 14,0x (ou x = 0, 1 ou 4) comme
mentionnés sur la figure correspondent probablement a une différence d’un CH; entre chaque

composé. Néanmoins, a ce stade de la caractérisation moléculaire, ceci reste une supposition

qui doit étre confirmée par des analyses complémentaires.
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Figure 33. Spectre de masse MALDI TOF obtenu dans la gamme de masse 1000-1130 m/z, des surnageants issus de cultures bactériennes de
Bacillus pumilus sur milieu Landy.
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4.2. Caractérisation des métabolites secondaires par HPLC-MS/MS

La souche B. pumilus 35R COPS présente une activité antagoniste différente de celle de la
souche 23 COPS. Alors, une stratégie analytique différentielle au niveau des molécules
produites par ces 2 souches a été mise en place afin d’identifier plus rapidement les molécules
d’intérét : les molécules communes ne présentant pas d’intérét contrairement aux molécules

spécifiques a une souche.

Les chromatogrammes de type base peak intensity (BPI) normalisés & 5x10° ions pour une
comparaison plus aisée des chromatogrammes BPI sont représentés respectivement dans
Figure 34(A, B). Les profils chromatographiques révelent la présence de nombreux composes
comme le montre le nombre de signaux de masse (= pics) détectés. Le chromatogramme BPI
correspondant au surnageant de culture de B. subtilis 23 COPS peut étre divisé en trois zones :
i) la région 1-20 min correspond & des composes peu hydrophobes et ne montre que quelques
pics, ii) la région 20-35 min ou 2-3 pics trés peu intense apparaissent et iii) la région 35-58
min qui correspond a la zone délution des lipopeptides selon Kalinovskaya et al., (2002).
Dans ces régions du chromatogramme BPI, 7 signaux de masse ont été détectés et
correspondent a différentes isoformes de la surfactine. Ces isoformes sont listées dans le
Tableau 19.
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Figure 34. Chromatogramme de type base peak intensity (BPI) des surnageants de culture des
souches de B. subtilis 23 COPS (A) et B. pumilus 35R (B). Les chromatogrammes BPI sont
normalisés & 5x 10° ions pour une comparaison plus aisée des profils chromatographiques.
L'élution des molécules retenues sur colonne de C18 Core-shell est réalisée selon un gradient
linéaire d’ACN d'environ 1,3% / min (25-95% ACN en 55 min). L’¢élution est réalisée de
maniére croissante des molécules les plus hydrophiles vers les plus hydrophobes.
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Tableau 19. Les molécules retenues sur colonne de C18 Core-shell est realisée selon un
gradient linéaire d’ACN d'environ 1,3% / min (25-95% ACN en 55 min) du surnageant de
culture de la souche B. pumilus 35R COPS et B. subtilis 23 COPS. L’¢lution est réalisée de
maniere croissante des molécules les plus hydrophiles vers les plus hydrophobes.

e Mas@ T S £ e

surfactin C12 994,6165 993,6362 C50H87N7013 X

surfactin C13 1008,6331  1007,6518 C51H89N7013 X X
surfactin C14 1022,6504  1021,6675 C52H91N7013 X X
(Val) surfactin C15  1036,6672  1035,6831 C53H93N7013 X X
(lle) surfactin C15 1050,6830  1049,6988 C54H95N7013 X X
surfactin C16 1064,6965  1063,7144 C55H97N7013 X X
surfactin C17 1078,7126  1077,7301 C56H99N7013 X X

Par cette approche différentielle combinant I'activité antagoniste et I'analyse HPLC-MS/MS des

surnageants des cultures, il apparait vraisemblable que I'activité antagoniste de B. pumilus 35R

COPS soit exclusivement liée aux composés présents dans la région du chromatogramme

comprise entre 11-20 min. Le Tableau 20 rassemble les principaux composés détectés par

spectrométrie d'absorption UV et de masse dans la région 11-20 min du chromatogramme.

Tableau 20. Liste des amicoumacines caractérisées par spectroscopie UV et spectrométrie de
masse de la région 11-20 min du chromatogramme du surnageant de culture de la souche B.

pumilus 35R COPS.

Masse Formule Temps de uv
Nom m/z*  théorique . rétention Amax
Moléculaire .
(Da) (min) (nm)
Amicoumacin A 4242271 423,2006 C20H29N307 13,42 247 ;313
Amicoumacin B 4252271 424,1846 C20H28N208 14,17 247;313
PhossphoAmicoumacin A 504,2140 503,1669 C20H30N3010P 12,86 247;313
PhosphoAmicoumacin B 505,2065 504,1509 C20H30N2011P 13,19 247:313
Diphosphoamicoumacin B 585,1245 584,1172 C20H34N3014P2 13,65 247,313
TriphossphoAmicoumacin A 666,1225 665,1152 C20H34N3016P3 12,21 247,313
TriphossphoAmicoumacin B 667,1065 666,0992 C20H33N2017P3 12,51 247,313
& masse sur la charge
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Les structures moléculaires sont déduites des profils d'absorbance UV speécifiques et des
schémas de fragmentation en masse obtenus par collision induced dissociation (CID) (Figure
35 et Figure 36). Selon le profil dabsorbance UV, les phosphoamicoumacines B (m/z =
505,2065, RT= 13,19 min) et A (m/z = 504,2140 ; RT= 12,86 min) sont les formes
moléculaires les plus abondantes. De maniere concomitante, les amicoumacines B (m/z =
425,2271, RT=14,1 min), A (m/z = 424,2271, RT=13,42 min), la diphosphoamicoumacine B
(m/z = 585,1245 RT= 13,65 min), les triphosphoamicoumacines A (m/z = 666,225, RT= 12,21
min) et B (m/z = 667,1065, RT= 12,51 min) sont également détectées par analyse HPLC-MS

mais leur abondance calculée sur la base des signaux UV est plus faible.

L'élucidation de la structure moléculaire est réalisée sur la base des profils de fragmentation
CID représentés sur les (Figure 35 (A-F) et la Figure 36 (E-F). Comme illustré, le schéma de
fragmentation en dessous du m/z 274,08 est strictement identique d'une molécule a l'autre.
Combiné avec le profil UV commun a tous les composés, cela indique que toutes les molécules
ont le méme chromophore (le 3,4-dihydro-8-hydroxyisocoumarine). Les amicoumacines
phosphorylées, quant-a-elles, sont facilement identifiées par leur différence de 98 Da,
spécifique a la perte d'un groupe acide phosphorique (H2PO,). Enfin, pour chaque composé, les
fragments d'ions détectés dans les valeurs m/z supérieures témoignent de la perte successive
des ions pseudo-moléculaires des groupes NHs et H,O et démontrent donc la présence d'un
groupe amide (formes amicoumacines A) et d'un groupe carboxylique (formes amicoumacines
B. Ces résultats ont fait 1’objet d’une publication parue dans Frontiers in Microbiolgy (Section

Aquatic Microbiology) (Annexe 2).

Les lipopeptides (LPs) cycliques sont synthétisés par complexes enzymatiques dénommées
synthétases de peptides non-ribosomiques (NRPS, de I’anglais nonribosomal peptide
synthetases) ou des polyketide synthases (PKS). Ces protéines modulaires sont des méga-
enzymes organisées en unités fonctionnelles itératives appelées modules qui catalysent les
différentes réactions menant a la formation du polypeptide ou du peptide et a sa transformation
en LPs (Finking et Marahiel, 2004). Ces systemes biosynthétiques conduisent a une
hétérogéneite remarquable parmi les LPs qui varient par le type et la séquence des résidus
d'acides amines, la nature de la cyclisation du peptide mais aussi la longueur et la ramification
de la chaine d'acides gras (Ongena et Jacques, 2008). Les LPs sont synthétisés par divers genres
de bactéries telles que les Streptomyces, les Pseudomonas et bien sur les Bacillus (Pirri et al.,
2009).
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Figure 35. Modeéles de fragmentation de
d'amicoumacines: (A)

abondantes

masse obtenus par CID des principales formes

amicoumacine A,

(B) a

micoumacine

B,

(©)

phosphoamicoumacine A et (D) phosphoamicoumacine B de B. pumilus 35R COPS CSF. Les
spectres ont été produits en utilisant un spectrometre de masse SYNAPT-G2-Si (Waters)

fonctionnant en mode dépendant des données.
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Figure 36. Modeles de fragmentation de masse obtenus par CID des principales formes
abondantes d’amicoumacines : (E) triphosphoamicoumacine A et (F) triphosphoamicoumacine
B de B. pumilus 35R COPS CSF. Les spectres ont été produits en utilisant un spectromeétre de
masse SYNAPT-G2-Si (Waters) fonctionnant en mode dépendant des données.

4.3. Purification et collecte des fractions d’intérét par HPLC séparatif

e fractionnement des molécules de la famille de 1’amicoumacine a été réalisé a partir du
Le fract td lécules de la famille de I’ t | rtir d

surnageant de culture de la souche B. pumilus 35R COPS par HPLC séparative a I’aide d’une

colonne semi-preparative C18 XBridge Prep BEH130 (250 x 10 mm, 5 pm (Waters,

Guyancourt, France)). Le fractionnement a conduit a la collecte de cinq fractions notées : F1 a

© 2018 Tous droits réservés.
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F5 correspondant respectivement aux régions suivantes : 10 a 11,48 min, 11,50 a 12,60 min,
13,60 a 14,60 min, 21 & 24 min et 26 a 28,30 min (Figure 37 A). La collecte est réalisée selon le
profil d’absorbance UV spécifique (Figure 37 B) du chromophore commun : le 3,4-dihydro-8-

hydroxyisocoumarine.
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Figure 37. Purification et collecte des fractions par HPLC des métabolites secondaires
produites par B. pumilus 35R COPS. A : chromatogramme de séparation du surnageant de
culture, B : Extraction UV des pics de chaque fraction d’amicoumacine (spectre UV spécifique
a I’amicoumacine).

Les analyses MALDI-TOF-MS des fractions collectées apportent la preuve que les fractions
F1, F2, F3 et F4 ont des profils de m/z qui renferment les m/z des amicoumacines d’intérét.
Elles présentent respectivement des ions de m/z 504,31; 425,23; 424,31 et 505,19
Figure 38.
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Figure 38. Spectre de masse MALDI-TOF-MS des cinq fractions collectées par
HPLC semi-préparative.
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4.4. Activité antibactérienne et CMI des fractions collectées

d’amicoumacines

Les activités bactériennes des cinq fractions, évaluées par la méthode de diffusion sur les

milieux gélosés MH et BHI contre respectivement les Vibrio et les Staphylococcus, montrent

que les fractions F3, F4 et F5 n’ont pas d’effet sur 1’ensemble des souches testées,

contrairement aux fractions F1 et F2 ou les zones d’inhibition sont comprises entre 6 et 18 mm.

L’inhibition la plus élevée est observée pour la souche S. epidermidis 11 EMB. Ces fractions ont

montré également un effet antagoniste restreint sur la souche V. anguillarum 1 COPS avec une

de zone d’inhibition de 8 et 6, respectivement pour les fractions F1 et F2 (

Tableau 21 et Figure 39). Ces résultats sont en parfaite concordance avec les résultats de

I’activité du surnageant de culture sans séparation préalable et viennent donc corroborer les

déductions réalisées a partir des résultats de I’approche différentielle.

Tableau 21. Zones d’inhibition (en mm) des activités antibactériennes des fractions collectées,
vis-a-vis de certains pathogenes de Staphylococcus et Vibrio,

Zone d’inhibition (mm)

Souches cibles Fraction1 Fraction2  Fraction3 Fraction4 Fraction5
S. aureus ATCC 25923 16 16 - -
S.aureus MRSA 43300 ATCC 15 18 - -
S. aureus MRSA SA1 16 18 - -
V. alginolyticus 177EMB 16 16 - -
V. anguillarum 1 COPS 8 6 - -
S. condimenti 52EMB 17 17 - -
S. warneri 8 EMB 13 13 - -
S. epidermidis 11 EMB 18 18 - -
S. hominis 13 EMB 15 16 - -
S. condimenti 25 EMB 14 13 - -
S. warneri 27 EMB 14 13 - -
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Figure 39 .Photographie témoignant des activités antibactériennes des cing fractions collectées
seules et en mélange (F1, F2, F3, F4, F5, en mélange M) contre (A) V. alginolyticus 17EMB,
(B) S. aureus ATCC25923, (C) S. aureus MRSA 43300 ATCC et (D) S. aureus MRSA SA1.

Par ailleurs et comme indiqué dans le Tableau 23, les CMI mesurées pour les fractions F1 et
F2 montrent clairement la sensibilité importante des souches de Staphylococcus (CMI variant
de 4 et 8 pg.mL™Y) comparée & la faible sensibilité des souches de Vibrio et plus
particuliérement & celle de V. anguillarum 1COPS dont les CMIs sont de 64 pug.mL™ et 128

ng.mL™ respectivement pour les fractions F1 et F2 (Figure 40).

Tableau 22 . Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des fractions F1 et F2 contre
certains pathogénes de Staphylococcus et Vibrio.

. F1(Amicoumacin A) F2(Amicoumacin B)
Souches cibles 1 1
(Hg.mL™) (Hg-mL™)
S. aureus 8 8
S. aureus MRSA 43300 ATCC 8 8
S. aureus ATCC 25923 4 4
V. anguillarum 1COPS 64 128
V. alginolyticus 17EMB 32 64
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Figure 40. Photographie présentant les zones d’inhibition associées aux CMIs (ug.mL™) des
fractions F1 et F2 contre (A) V. alginolyticus 17EMB, (B) S. aureus ATCC25923, (C) S.
aureus MRSA 43300 ATCC et(D) S.aureus SA1.

4.5. ldentification in-silico des clusters de génes codant pour les membres de

la famille de I’amicoumacine

4.5.1. Description de I'analyse bio-informatique du génome entier de B. pumilus 35 R
COPS.

Le séquencage de la souche 35R COPS a permis I'assemblage de 43 contig dont 10 d'une taille
supérieure a 1000 pb pour un total de 3 671 040 bases séquencées et d'une profondeur allant de
16x a 135x. Le contig le plus long a une taille de 1 797 273 pb. Deux contigs permettent de
couvrir 75% des séquences (L75) et témoignent d'un séquengage et d’un assemblage de bonne

qualité.

150

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mahammed Zidour, Université de Lille, 2018

Resultats et discussion Chapitre 111

4.5.2.l1dentification et caractérisation du cluster de genes codant la synthétase de
I’amicoumacine.

L’analyse par HPLC-MS a montré que la souche B. pumilus 35R COPS produit les molécules
d’amicoumacines A et B et les formes phosphorées d’amicoumacines A et B. D¢s lors, nous
avons recherché, au sein du génome de B. pumilus 35R COPS, la présence des clusters de

génes permettant la synthése de ces molécules.

Le cluster de genes de I’amicoumacine a été décrit chez la souche de B. subtilis 1779 (Li et al.,
2015). 11 s’agit d’un cluster hybride PKS-NRPS long d’environ 47,6 kb et organisé en 16 cadre
ouvert de lecture (ORF de I’anglais open reading frame) nommes amiA-O (Figure 41). Ce
dernier est composé de 8 modules permettant I’intégration de 3 résidus aminés et 5 résidus
malonates. Les génes amiA et amiJ codent des modules NRPS. lls permettent respectivement
I'intégration des monomeéres aminés asparagine et leucine. Le géne amiB code une peptidase,
tandis que les génes amiC et amiD n'ont pas de fonctions décrites connues. Les génes amiE,
amiF, amiG et amiH sont des génes de biosynthése d’hydroxymalonyl-ACP. Le géne amil code
une synthétase hybride PKS-NRPS permettant I'intégration d'un monomere aminé asparagine et
les génes amiK, amiL et amiM codent des PKS. Les génes amiN et amiO ne sont pas

caractérisés.

La séquence de ce génome n’est malheureusement pas disponible dans la base de données
Genbank. Cependant, un cluster similaire de génes a été décrit chez Xénorabdus bovienii (Park
et al., 2016) et fait référence a un cluster chez B. subtilis inaquosorum KCTC 13429.
L’organisation du cluster chez cette derniére espece est similaire a celle du cluster de la souche
B. subtilis 1779 et a été utilisée pour caractériser le cluster identifié chez B. pumilus 35R
COPS.
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Figure 41. A) Organisation du cluster de génes codant la synthétase de 1’amicoumacine chez B.

subtilis 1779; (B) la voie de biosynthese proposée des amicoumacines chez B.
(C) Etapes biosynthétiques proposées conduisant & I'hydroxymalonyl-ACP, qui

d'extension PKS proposée du module 3 (Li et al.,

2015). Abréviations de domaine :

subtilis 1779;
est une unité
A,

adénylation ; ACP, protéine porteuse d'acyle (de 1’anglais acyl-carrier protein); AT,

acyltransférase; C, module de condensation; E, épimérase; KR,

cetosynthase; PCP, protéine porteuse de peptidyl.

la cétoréductase; KS,

© 2018 Tous droits réservés.

152

lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mahammed Zidour, Université de Lille, 2018

Résultats et discussion Chapitre 111

L’analyse du contig5 de B. subtilis inaquosorum KCTC13429 par le logiciel AntiSMASH

(https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start) permet d’identifier la structure du cluster

de genes responsable de la synthése de I’amicoumacine décrit par Park et al. (2016). la
structure de ce géne est représentée dans la Figure 42. Les genes amiA, amil, amiJ, amiK, amiL
et amiM codent des modules NRPS ou hybride PKS-NRPS. Les modules NRPS permettent
I'incorporation de monomeres d'asparagine (domaine A amiA et amil) et d'acide glutamique
(domaine A de amiJ). Le géne amiD code une thioestérase caractéristique des synthétases de
type NRPS. Comme dans la synthétase de I'amicoumacine chez B. subtilis 1779, amiB code
une peptidase de type béta-lactamase. Enfin les genes amiE, amiF, amiG et amiH codent des
enzymes impliquées dans la biosynthése de I'nydroxymalonyl-ACP qui est le monomére des

polycétones.
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Figure 42. Cluster de génes codant la synthétase de I’amicoumacine (ou des molécules
apparentées) chez Bacillus subtilis inaquosporum KCTC13429.

L'analyse AntiSMASH du génome de B. pumilus 35R COPS révele la présence de 2 clusters
NRPS et d’un cluster hybride PKS-NRPS. Afin de déterminer la présence d’un cluster codant
la synthétase d’amicoumacine, nous nous sommes focalisés sur le cluster hybride PKS-NRPS
(cluster 25). Ce cluster est localisé sur le contig4 (long de 305 823 pb). L’algorithme cluster
finder prédit le cluster sur 17 ORFs de la souche B. pumilus 35R COPS. Cette organisation est

compatible avec le cluster de la synthétase d’amicoumacine.

La structure du cluster 25 chez B. pumilus 35R COPS comprend 6 protéines codant des
modules NRPS ou hybride PKS/NRPS (Figure 43). Les monomeéres aminés incorporés par les

domaines A des modules NRPS sont 2 résidus d’asparagine et un résidu d’acide glutamique.

omA , omiD ami , i gmk gmit - amiM
_’ 14 '_) 14 4 14

Ct'A T E

Figure 43. Cluster de génes codant la synthétase d’amicoumacine (ou molécules apparentées)
chez B. pumilus 35R COPS.

La protéine ct4 82 de la souche 35R COPS code un module NRPS composé d’un domaine C,
d’un domaine A incorporant un résidu d’asparagine, d’'un domaine PCP (T) et d’'un domaine E.

Cette protéine pourrait donc correspondre a amiA (Figure 44)
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c00004_NODE_4_.. - Gene Cluster 25, Type = tipks-nrps. Location: 80990 - 141948 nt, ClusterFinder Download cluster GenBank file
probability: 0.9801. Click on genes for more information.
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Figure 44. Cluster de génes codant une synthtétase hybride NRPS-PKS chez B. pumilus 35R.

Chez la souche 35R COPS, la protéine ct4_85 (équivalent amiD) correspond a un domaine
NRPS thioesterase. La protéine ct4 90 est analysée par AntiSMASH comme un module PKS
compos¢ d’un module C, suivi d’'un module A permettant 1’intégration d’un résidu

d’asparagine, d’un module PCP, d’un module PKS-KS, d’un module PKS-AT puis PKS-KR,
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d’un module PCP et pour finir d’un module NRPS-C. Cette organisation est semblable au
produit du géne amil. La protéine ct4 93 code une PKS composée d’un module PKS-KS suivi
d’un module ACP puis de modules PKS-KS, AT et KR et d’un module PCP. Cette organisation
correspond au géne amiL. Cependant le géne amiL de B. subtilis 1779 présente un domaine AT
entre le premier domaine KS et le domaine ACP suivant. Il en est de méme chez B. subtilis
inaquosporum KCTC13429.

Notons qu’au niveau de la protéine ct4 93, les domaines KS et ACP ne sont pas contigus. La
séquence entre ces deux domaines pourrait contenir un domaine AT variant ou incomplet.
Enfin la protéine ct4_94 de la souche B. pumilus 35R COPS est organisée en la succession d’un
domaine PKS-KS, AT et PCP suivi d’un domaine de condensation NRPS. Cette structuration
est similaire au module 8 composant la premiere partie du produit du géne amiM de B. subtilis
1779. Cette partie est suivie d’'un domaine FkbH (impliqué dans la synthése de
methoxymalonyl-ACP) suivi d’'un domaine PCP dont 1’organisation est identique chez B.
subtilis inaquosporum KCTC13429.

La souche B. pumilus 35R COPS produit plusieurs formes d’amicoumacines parmi lesquelles
des formes phosphorées. L’analyse des genes environnant du cluster de la synthétase
d’amicoumacine chez la souche B. pumilus 35R COPS montre qu’un géne codant une kinase
suivi d’un geéne codant une phosphatase sont présents directement aprés amiM (Figure 45). Les
produits de ces génes sont annotés par AntiSMASH « Stress réponse kinase (EC 2.7.11.1) » et
« Alkaline phosphatase 3 (EC 3.1.3.1) ». lls sont annotés par RAST, respectivement,
« Homosérine kinase (EC 2.7.1.39) » et « Alkaline phosphatase (EC 3.1.3.1) ».

HO0DO000

Kinase Phosphatase alcaline

Figure 45. Organisation du cluster de génes codant la synthétase de I'amicoumacine chez la B.
pumilus 35R COPS et des génes environnants
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5. Caractérisation des métabolites secondaires de la souche B.
pumilus 38 COPS

Cette partie fait 1’objet d’un article en cours de publication intitulé « Genome analysis and
antagonism features of Bacillus pumilus ICVB403 isolated from A. tonsa copepod eggs »
(Annexe 2).

5.1.  Activité antagoniste du surnageant de culture de Bacillus pumilus 38 COPS

Les surnageants des cultures de B. pumilus 38 COPS cultivé dans le bouillon nutritif ou le
milieu LB sont dépourvus d’antagonisme. En revanche, le SURNAGEANT DE CULTURE
obtenu apres 48h et 72h de culture en milieu Landy montre une inhibition importante des
souches de Staphylococcus a I'exception de S. warneri 8EMB qui apparait résistant (Tableau
23).

Tableau 23. Concentrations minimales de I’erythromycine et les combinaisons
d'érythromycine avec le surnageant de culture sans cellule de B. pumilus 38COPS (milieu de

Landy).
cwmI CMI Erythromycine (ug. mL™)
Souches cibles Codes Erythromycine + le surnageant* Landy de
(ug.mL™) B. pumilus 38 COPS
S. epidermidis 11 EMB 32 4
S. hominis 13 EMB 64 4
S. aureus SAl 32 8
S. aureus MRSA ATCC 43300 32 8

* 1 surnageant dilué quatre fois.

5.2.  Effets des combinaisons d'érythromycine et de surnageant de culture en milieu de Landy

sur les souches de Staphylococcus

La CMI du mélange érythromycine seul ou du surnageant de culture seul, issu de culture de B.
pumilus 38 COPS sur milieu Landy est évaluée & 32 pg.mL™ pour les souches MRSA
ATCC43300 et MRSA-S1. En revanche, la valeur de cette CMI chute & 8 pg.mL™ pour les
deux souches cibles lorsque I'érythromycine est combinée avec du surnageant de culture actif

dilué quatre fois (Tableau 23). De méme, les associations d'érythromycine et de surnageant de
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culture diminuent la sensibilité des souches de S. epidermidis 11EMB et de S. hominis 13EMB.
La CMI de I'érythromycine en association avec le surnageant de culture de B. pumilus 38 COPS
dilué quatre fois est réduite & seulement 4 ug.mL™ au lieu de 32 et 64 pg.mL, respectivement

lorsque l'antibiotique testé est mélangé avec le contrdle négatif (Tableau 24).

Tableau 24. Antagonisme du surnageant de culture de culture cellulaire de B. pumilus 38
COPS contre des souches de Staphylocoques.

Surnageant

Souches cibles Codes Bouillon Bouillon Milieu Jilfiew Laey

nutritif LB (48h) Landy (72h)

(48h) (48h)
S. warneri 8 EMB - - - -
S. epidermidis 11 EMB - - +++ +++
S. hominis 13 EMB - - +++ +++
S. condimenti 25 EMB - - 4+ ++
S. warneri 27 EMB - - ++++ ++++
S. aureus SAl - - ++ +
S. aureus MRSA ATCC 43300 - - ++++ ++++
S.aureus ATCC 25923 - - +++ ++

5.3. ldentification in-silico du cluster putatif de genes codant pour un ou

plusieurs composés inhibiteurs

La taille du génome de B. pumilus 38 COPS est de 3 666 195 pb, y compris 22 contigs avec un
rapport G + C de 42,0 %, 3826 séquences codantes et 73 ARNSs. L'analyse bio-informatique,
réalisée avec le logiciel en ligne AntiSMASH, du génome de B. pumilus 38 COPS a révelé la
présence d’un cluster de genes codant pour une NRPS et d’un geéne codant pour une nouvelle
bactériocine. L'analyse du groupe de génes NRPS révele la présence d’un module d’initiation,
des modules de création d’une séquence peptidique spécifique contenant sept résidus d'acides
aminés comprenant I'acide glutamique (GIUu/E), la leucine (Leu/L), la d-leucine (d-Leu/dL), la
valine (Val/V), l'asparagine (Asp/N), la d-leucine (d-Leu/dL) et I’isoleucine (Ile/I) et d’un
module de terminaison. L’utilisation d’autres logiciels et bases de données comme NapDos
(http://napdos.ucsd.edu/) et NORINE (http://bioinfo.lifl.fr/norine/) conduisent a la conclusion

que ce cluster de génes synthétise la surfactine A qui est un lipopeptide bien connu. Des
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experiences supplémentaires réalisées par spectrométrie de masse (analyse MS et MS/MS) a
partir du surnageant de culture actif obtenu par croissance de B. pumilus 38 COPS sur milieu
Landy confirment la présence d'un lipopeptide de 1088 Da et de séquence en acides aminés
suivante : valine (Val/V), leucine (Leu/L) ou l'isoleucine (lle/l), leucine (Leu/L) ou l'isoleucine

(le/1), asparagine (Asp/N) et acide glutamique (GIu/E) (données non présentées).

D’autre part, l'analyse AntiSMASH indique également la présence d'un gene putatif codant
pour une bactériocine de la famille de la circularine-A/uberolysine. Ce géne de bactériocine
circulaire est également présent dans une souche de B. pumilus dont la séquence du génome a
été déposée sous le numéro ID WP_099726571.1 dans la base de données NCBI GenBank
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Comme le montre la figure 1, ces bactériocines ne
different que par un résidu d'acide aminé. En effet, I'alanine (A) est remplacée par une Lysine
(K) en position 95 (Figure 46).

Query 1 MIETENEIKLHVLFGALAVGFIMLATFSFSLOMLEFVADLAKEFGI PGSVARAVVLNVVEL:G &0
MIETENEIKLAVLFGALAVGFLMLALFSFSLOMLEVADLAKEFGI PGSVARVVLNVVEAG

Sbject 1 MTETENEIKLHVLFGALAVGFIMLATFSFSLOMLPVADLAKEFGI PGSVARAVVLNVVEL: &0

Query 61 GAVITIVSILTAVGSGELSLIARAGKETIRQYLEAOTEKEGREAVIANW 108
GAVITIVIILIAVGIGELILIALAGHETIRQYLE QIKEKGEKAVIANW

Sbjct &1 GAVITIVSILTAVGSGELSLIARAGKETIRQYLEKQIKKEGREAVIAW 108

Figure 46. Alignement des séquences de la protéine putative (selon I'analyse du génome entier
AntiSMASH ICVB403 (Query)) avec le gene enregistré dans la base de données NCBI
GenBank (Shjct) d'une bactériocine circulaire provenant de I'isolat de B. pumilus 51_5il (ID de
séquence : WP_099726571.1).

5.4. La fraction active de B. pumilus 38 COPS

Le surnageant actif de culture de B. pumilus 38 COPS dilué quatre fois est capable de
potentialiser I'activité de I'érythromycine contre les souches de Staphylococcus mentionnées ci-
dessus. Cette fraction active a été evaluée pour sa cytotoxicité sur les cellules intestinales
humaines productrice de mucus HT-29-MTX. Aprés 4 h de contact, la viabilité des cellules
exposées au surnageant de culture n'est pas significativement différente du témoin non traité
(Figure 47).
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Figure 47 . Viabilité des cellules HT-29-MTX aprés 4h de contact avec le surnageant de culture
exempt de cellules dans du milieu Landy dilué a quatre et huit fois dans du DMEM et du milieu
DMEM témoin contenant 1/4 de milieu Landy non fermenté. L'analyse ANOVA a une voie a
montré qu'il n'y avait pas de différence statistique entre les groupes (p = 0,463).

De plus, cette fraction ne présentait aucune activité hémolytique sur plaques de gélose au sang
(Section 3 du chapitre 3).

Bacillus est un genre bactérien important constitué d'un groupe hétérogéne d'organismes
aérobies ou anaérobies facultatifs, formant des endospores, Gram-positif, en forme de batonnet.
Le genre Bacillus comprend au moins 172 espéces (Liu et al., 2013). Sur la base de leur parenté
au niveau des séquences du géne de I'ADNr 16S, les souches de Bacillus sont divisées en 5
groupes : B. cereus, B. megaterium, B. subtilis, B. circulans et B. brevis. Le groupe B. subtilis
se compose quant-a-lui de 5 espéces : B. pumilus, B. safensis, B. stratosphericus, B. altitudinis
et B. aerophilus partageant plus de 99,5 % de similitude dans leurs séquences d'’ADNr 16S (Liu
et al., 2013 ; Berkeley et al., 2008).

Dans ce chapitre, nous avons concentré notre attention, pour plusieurs raisons, principalement
sur cing souches appartenant aux espéces de B. pumilus (18 COPS, 35A COPS, 35R COPS, 38
COPS, et 40A COPS) initialement identifiees par MALDI-TOF-MS puis confirmées par
analyse de séquence de I'ADNr 16S. Tout dabord, B. pumilus a le potentiel de produire des
substances ayant une activité antibactérienne, y compris le premier antibiotique pumilin (Bhate,
1955). A cet égard, il a été récemment rendu compte des capacités de I'isolat marin B. pumilus
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SBUG 1800 a produire des 2,5-dicétopipérazines (DKP), un certain nombre de pumilacidines et
d'enzymes bactériolytiques différentes (Brack et al., 2015). Une autre bactérie marine appelée
B. pumilus KMM 1364 produit un mélange d'analogues lipopeptidiques de surfactine
(Kalinovskaya et al., 2002). En termes de bactériocines, B. pumilus WAPB4 produit de la
pumilicine 4, bactéricide a la fois des MRSA et des entérocoques résistants a la vancomycine
(Aunpad et Na-Bangchang, 2007).

En plus de la production de composés antimicrobiens, les bacilles présentent un intérét
croissant en tant que probiotiques potentiels pour I'aquaculture au vue de lI'accumulation de
données scientifiques qui pronent les allégations probiotiques de B. subtilis, B. licheniformis et
B. pumilus (Nayak, 2010 ; Olmos et Paniagua-Michel, 2014 ; Sreenivasulus et al., 2016). De
nombreuses souches de B. pumilus ont été décrites pour leurs allégations bénéfiques et leur
utilisation possible en aquaculture pour contréler les maladies bactériennes et diminuer

I'utilisation d'antibiotiques (Prieto et al., 2014 ; Sreenivasulu et al., 2016).

La capacité d'antagonisme des cing souches de B. pumilus isolées dans cette étude est suggérée
par leur activité antimicrobienne contre plusieurs agents pathogenes (V. anguillarum, V.
alginolyticus, L. innocua, L. monocytogenes et S. aureus). En particulier, nous montrons que les
surnageant de cultures issus des cultures de nos cing souches de B. pumilus inhibent la
croissance de diverses souches de Vibrio. Ces bactéries sont responsables de la vibriose des
poissons qui cause la Iéthargie, la dégénérescence des branchies, des organes lymphoides, du
systeme digestif et des épithéliums menant a une mortalité éventuelle ou rapide (Rasheed,
1989 ; Deane et al., 2001 ; Akayli et Timur, 2002 ; Haenen et al., 2014).

De plus B. pumilus 38 COPS cultivé en milieu Landy (Landy et al., 1948) a la capacité
d’inhiber in vitro une gamme de souches de Staphylococcus, y compris les souches de MRSA
et les souches isolées d'eau de mer portant une résistance a I'érythromycine. Une étude récente
d'Ismail et al. (2016) a rapporté les propriétés inhibitrices de B. pumilus P8 contre un grand

nombre de souches cibles incluant les Staphylococcus.

Dans cette étude, nous signalons que la souche de B. pumilus nommée 35R COPS associée aux
ceufs de copépodes produit deux grandes familles de composés antimicrobiens ; les surfactines
et les amicoumacines. Les amicoumacines A, B et C sont une famille de produits
structurellement divers qui possédent un large éventail de propriétés pharmacologiques telles

qu'antibactérienne, anti-inflammatoire, antiulcéreuse, gastroprotectrice et anti-Helicobacter
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pylori (Itoh et al., 1981 ; Hashimoto et al., 2007). Une étude récente a montré que B. pumilus
H2 isolé a partir de sédiments marins produit une molécule active contre les especes Vibrio
(Gao et al., 2017). Cette molécule active a été identifiee comme I'amicoumacine A, indiquant
que cette souche de B. pumilus a une forte application potentielle dans la prévention ou le
contréle de la vibriose des poissons. Des travaux de 2007 ont montré que la souche B. pumilus
MU313B isolée a partir d'un échantillon de sol prélevé au Japon produisait des amicoumacines
A, B et leurs dérivés 8'-phospho. Ces molécules ont été rapportées pour jouer un réle crucial

dans l'inhibition de croissance des S. aureus et des MRSA (Hashimoto et al., 2007).

Outre les effets in vitro directs sur les souches de Staphylococcus, le surnageant de culture de
B. pumilus 38 COPS cultivé sur milieu Landy potentialise, a la vue des valeurs de la CMI,
I'activité de I'érythromycine. Le staphylocoque est un contaminant important de la population
de daurades, et certaines des souches isolées étaient multirésistantes aux antibiotiques comme
I'érythromycine (Arslan et Ozdemir, 2017). Cet antagonisme est d0 a une production
concomitante de composés inhibiteurs sécrétés correspondant aux caractéristiques des
lipopeptides et des bactériocines. 1l convient de noter que le surnageant de culture actif a été
testé pour ses caractéristiques de sécurité et est non hémolytique et non cytotoxique pour la

lignée cellulaire intestinale HT29-MTX.

L'analyse bio-informatique in silico du génome de B. pumilus 38 COPS a identifié,
respectivement, un cluster de génes codant pour la surfactine A et un géne codant pour une
nouvelle bactériocine appartenant a la famille de la circularine A/uberolysine bactériocine. Le
cadre de lecture ouvert codant pour la bactériocine est presque similaire a celui de la souche de
B. pumilus 51_5il et référencé WP_099726571.1 dans le GenBank. L'alignement des séquences
d'acides aminés a révélé un acide aminé différant entre ces deux bactériocines: le

remplacement en position 95 d’une alanine par une lysine.

Les surfactines ont été les premiers lipopeptides étudiés (Arima et al., 1968). Les surfactines
sont bien connues pour leurs activités tensioactives et antifongiques (Chen et al., 2008). La
surfactine A et ses analogues ont récemment été décrits comme des agents antimicrobiens
puissants antagonistes des souches de S. aureus, E. coli et C. albicans (Perez et al., 2017). La
nouvelle bactériocine produite par B. pumilus 38 COPS appartient a une famille particuliére de
bactériocines circulaires qui comprennent les peptides A/uberolysine circulaires. La circularine
A est un peptide antimicrobien circulaire de soixante-neuf acides aminés produit par
Clostridium beijerinckii ATCC 25752 (Kawai et al., 2004), tandis que l'uberolysine est une
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bactériocine cyclique de 7 048 Da produite par Streptococcus uberis (Wirawan et al., 2007).
Cette derniére famille comprend également I'entérocine AS-48 produite par Enterococcus
faecalis AS-48 (Galvez et al., 1986) et la carnocycline A produite par Carnobacterium
maltaromaticum (Martin-Visscher et al., 2008). Les formes matures de ces bactériocines
cycliques sont des peptides circularisés d'environ 70 acides aminés. Les bactériocines cycliques
entérocine AS-48, carnocycline A et uberolysine présentent un antagonisme principalement
actif contre les bactéries Gram-positives telles que Listeria monocytogenes et S. aureus
(Ananou et al., 2004 ; Martin-Visscher et al., 2008 ; Wiraman et al., 2007).
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Les objectifs assignés dans ce travail étaient d’évaluer I’impact d’une accumulation de métaux
traces tels le cadmium (Cd), le cuivre (Cu) et le nickel (Ni) chez les copépodes calanoides E.
affinis (Poppe, 1880) et d’autre part, en I’é¢tude de la diversité microbienne de la chaine
trophique de la daurade Sparus aurata associée a une recherche de souches productrices de
molécules antagonistes a haute valeur ajoutée qui pourraient étre utilisées dans le secteur de
I’aquaculture, comme probiotiques (souches) ou alternatifs aux antibiotiques (molécules

antagonistes produites). Deux grandes parties ont été distinguées afin d’accomplir ces objectifs.

Pour la premiere partie, une population de copépodes calanoides E. affinis, modele
biologique en écotoxicologie a été exposé pendant six jours a une concentration sub-létale
(~1/3 de LCs) de trois métaux traces, a savoir le Cd, le Cu et le Ni séparément ou en
association. La quantification de ces métaux traces en phase dissoute, a montré que dans le cas
du Cd ; testé seul et en mélange avec les deux autres métaux trace (Ni et Cu), une tendance
d'accumulation quasi-linéaire a été enregistrée. Cependant, 1’accumulation relative a
I’exposition des copépodes au Cd seul a été plus élevée, comparativement a celle relative a

I’exposition au mélange.

Les données de l'accumulation de cuivre ont révélé une augmentation graduelle des
concentrations accumulées au fil du temps que ce soit pour les copépodes exposés a une
solution renfermant du Cu seul ou en mélange de Cu, Cd et Ni, pour atteindre un plateau apres
72 h d'exposition.

En ce qui concerne la cinétique de l'accumulation du Ni, les profils d'accumulation sont
statistiquement différents pour les deux traitements seuls et en mélange. Bien qu’une facilité et
une rapidité d'accumulation soient remarquées dans les premiers temps, lI'absorption de ce métal
essentiel atteint progressivement un plateau au-dela de lequel, aucune accumulation n’a été
enregistrée.

L’étude des réponses de la population d’E. affinis a I’accumulation de ces métaux apres la
moiti¢ de la durée d’exposition a montré que I’ensemble du cycle de vie est négativement
affecté par un effet plus remarquable sur les femelles par rapport aux males. Et que le Cu
semble avoir I’effet toxique le plus prononcé qui engendre une mortalité importante comparant
au Cd et Ni. De méme, cette étude de bioaccumulation renforce la pertinence de 1’utilisation du

modeéle biologique « E. affinis » pour le suivi de la contamination métallique disponible dans
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les milieux aquatiques et appuie 1’intérét des approches de biosurveillance active pour une
interprétation fiable des données de bioaccumulation.

Ces résultats ont été obtenus grace a la maitrise des cultures de copépodes dans de gros
volumes, la biologie de leur cycle de vie mais également les apports interdisciplinaires
(analyses chimiques, microbiologiques...). Toutefois, ’analyse de la diversit¢ de la flore
bactérienne associée a cette expérience n’a pas €té poussée comme dans la seconde partie de la
these. Il serait donc trés intéressant de suivre également cette interaction entre la diversité
bactérienne et la dynamique de ce copépode en présence de polluants métalliques. De méme, il
serait tres intéressant de comprendre les effets cocktails de polluants ce qui serait plus proche
des conditions réelles. Néanmoins, cette étude pilote montre que les effets des 3 métaux traces
ne sont pas forcément additifs et que le recours a une exposition grand volume de la population
entiere du copépode (tous les stades de développement) donne une information intégrée plus

proche des conditions réelles.

Dans la deuxiéme partie, I’évaluation de la diversité microbienne de la chaine trophique des
larves de la daurade Sparus aurata par une approche culture-dépendante, suivi ensuite d’une
identification par MALDI-TOF-MS a permis [’identification d’une microflore cultivable
composée au moins de une levure (Rhodotorula mucilaginosa) et 53 especes de bactéries
appartenant a 22 genres différents a savoir Vibrio, Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas,
Proteus, Microbacterium, Rhodococcus, Achromobacter, Halomonas, Rhodotorula,
Shewanella, Micrococcus,  Brevibacillus, Morganella, Dietzia, Sphingopyxis, Kocuria,

Lactobacillus, Escherichia, Nesseria, Rhizobium et Ralstonia .

Cependant, un bon nombre de ces especes identifiées fait partie de la flore marine. Certaines
especes telles V. anguillarum, V. alginolyticus B. cereus, P. anguilliseptica, Pseudomanas
putida, S. epidermidis et S. hominis présentent un caractére pathogéne soit pour les poissons ou
bien pour I’homme ou pour les deux. D’autres sont des espeéces a intérét dans plusieurs
domaines qui peuvent étre valorisées (tels les Bacillus, Brevibacillus, Shewanella nommée

« Bactéries Réductrices de Métaux Dissimilatrices ».

De méme le séquencage du gene codant I'ARN ribosomique 16S de certaines souches
appartenant aux genres dominants tels Vibrio, Bacillus et Staphylococcus a conclu une

correlation parfaite avec les identifications MALDI-TOF MS effectuées sur les mémes souches.
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Toutefois, cette diversité a été complétée par une attention plus particuliére aux souches de B.
pumilus isolées des ceufs de copépodes d’A. tonsa. En effet, les cing souches de B. pumilus,
nommees 18 COPS, 35A COPS, 35R COPS, 38 COPS et 40A COPS, présentent de forts
antagonismes contre plusieurs pathogénes potentiels du poisson tels Vibrio alginolyticus, V.

anguillarum, Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus.

En outre, I’utilisation de I’approche différentielle HPLC-MS/MS, a montré que B. pumilus 35R
COPS produit deux classes de composés antimicrobiens de type peptides non-ribosomaux : des
surfactines mais aussi les amicoumacines A et B et les phosphoamicoumacines A et B. La
souche B. pumilus 38 COPS, quant-a-elle, produit également des membres de la famille des
surfactines mais surtout une bactériocine appartenant a la famille de la circularine
A/uberolysine. L’analyse, par des outils bio-informatiques (Analyse in silico) des génomes de
ces souches révele la présence de clusters de génes codant pour des lipopeptides tels les
surfactines et les amicoumacines mais aussi pour un gene ribosomique codant une bactériocine

appartenant a la famille de la circularine A/uberolysine.

Afin de compléter cette approche, des premieres analyses du microbiote des petites larves de
daurade (individu entier quand la taille est petite, age <20j) ou du tube digestif (pour les post-
larves agées de plus de 40j) ont été initiées dans le cadre de cette thése en utilisant 1’approche
de séquencage métagénomique. Ces perspectives a trés court terme vont se réaliser dans le
cadre de publications scientifiques impliquant plusieurs équipes et experts. En effet, la
combinaison entre I’approche métagénomique et I’approche culture-dépendante (culturomique)
couplée a la spectrométrie de masse va nous permettre dans le futur de disposer d’outils
puissants et complémentaires pour étudier la diversité de la flore dans I’eau (environnement) et
toute la chaine alimentaire des larves de poissons. Un effort particulier sera porté au microbiote
du tube digestif qui peut jouer un rdle trés important dans I’augmentation des performances

immunitaires et zootechniques des jeunes poissons.

A noter également que ’analyse de la diversité de la flore associée aux ceufs de 1’espéce de
copépode A. tonsa a révélé un fort intérét pour isoler de nouvelles souches a fort potentiel
probiotique (18 COPS (ICVB399), 35A COPS (ICVB400) ; 35R COPS (ICVB401) ; 40A
COPS (ICVB400) ; 38 COPS (ICVB403).
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Cette méthodologie peut étre appliquée a d’autres espéces de copépodes mais surtout des
stades de développement différents (larves, adultes) pour mieux comprendre la dynamique de
la flore microbienne associée aux copépodes. D’autres nouvelles especes a fort potentiel

pourraient étre également identifiées.
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Annexe 1

Milieux Conway

Composants Quantité (mg)
NaNO3 100
NaH2PO4 20
Na2EDTA 45

H3BO3 33,6

MnCI2 4H20 0,36

FeCI3 H20 1,3

ZnCl2 0,021
CoClI2,6H20 0,02
CuS0O4.5H20 0,02

6 (NH4) Mo7024.4H20, 0,09
chlorhydrate de thiamine (vitamine B1) 0,2
cyanocobalamine (vitamine B12) 0,01

Eau Qsp 1000mL

= Milieu tryptone sel

Composants Quantité (mg)
Tryptone

Chlorure de sodium

Eau distillée Qsp 1000mL

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,0 + 0,2. Stérisation a 121°C.

= Milieu Luria Bertani (LB)

Composants

Quantité (mg)

Tryptone

extrait de levure
NaCl

Agar

Eau distillée

Qsp 1000mL

pH 7,2.Autoclavage a 121°C pendant 20 minutes.
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= Milieu Landy
Composants Quantité
glucose 20g
acide glutamique 5¢
MgSO, 0,5mg
extraits de levure 19
K2 HPO, 19
KCI 0,5
CuSO, 1,6mg
Fex(S0,4)3 1,2mg
MnSQO, 0,4mg
Eau distillée Qsp 1000mL
Préparation

Le milieu est tamponné par de 1’acide 3-(N-morpholino) —propane sulfonique (MOPS) 0,1 M et

le pH est ajusté avec une solution de KOH 3 M stérile.

Les solutions sont ensuite utilisées pour reconstituer le milieu final. Les solutions stock sont les

suivantes :

- Une solution de Glucose 20X (400 g L-1) stérilisée par autoclavage a 121°C pendant 20 minutes
et conservée a 4°C.

- Une solution d’acide glutamique 20X(100 g L-1) est stérilisée par filtration sur une membrane
de 0,2 um de porosité.

- La solution A contenant de I’extrait de levure 20X (20 g.L™") et du MgSO4 20X (10 g.L™) est
stérilisée par autoclave a 121°C pendant 20 minutes.

- -La solution B contenant du K,HPO, 20X (20 g.L™) et du KCI 20X (10 g.L™) est stérilisée par
filtration sur une membrane de 0,2 um de porosité.

- La solution C contenant du CuSO, 20X (32 mg.L™) et du Fey(SO4); 20X (24 mg.L™ est
stérilisée par filtration sur une membrane de 0,2 pm de porosité.

- Une solution de I’acide 3- (N-morpholino)—propane sulfonique (MOPS) 20X (420 g.L™) est
stérilisée par filtration sur une membrane de 0,2 um de porosité.Souche bactérienne et milieux
de culture Une solution de KOH 3 M stérilisée par autoclave & 121°C pendant 20 minutes pour
ajuster le pH du milieu & 7. Ainsi pour préparer un litre de milieu il faut mélanger de maniére
stérile 50 mL de chaque solution concentrée et ajouter 700 mL d’eau distillée stérile.
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Copepods represent a maor source of food for many squatic species of commercial
Interast for aquaculture such as mysis shrimp andd eany stages of fishas, For tha
purposa of this study, the culturable mesophiic bactedal flora colonizng Acartia tonsa
copepod eggs was Ssolated and (dentified, A total of 175 soates wem characterzed
basad on their morphologcal and sochemical traits. The majority of these solates
(70%) ware Gram-negative bactenn. Matrix-assisted faser desorption/ionzaton-time of
fight-mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) was used for rapid identification of bactanal
Isolatas, Mere, 58% of |solates were succassfully identified at the genus level and
among them, 54% were ientified at the spacies level. These isclates belong to 12
different genera and 29 species. Five strains, identified as Bacilus pumilus, named 18
COPS, 35A COPS, 35R COPS, 38 COPS, and 40A COPS, showead strong antagonsms
aganst sevaral potantal flsh pathogens including Vibno aiginolyticus. V. anguilarum,
Listeria monocytogenes, and Staphylococous aursus. Furthermore, using a differential
approach, wa show that the antmicrobial activity of the 35R COPS strain is linked
primarily to the production of antimicrobial compounds of the amicournacin family, as
dermonstrated by the spedific UV-absorbance and the MS/MS fragmentaton patterms
of thess compounds.

Koywords: Acartle tonsa, copepod eggs. MALDLTOF-MSE, Bacilus penikes, sntagonism, antihacterial
COPOUnds, SmICoUMac

Alibreviatione ACN, hee WLAST, Besic bl alignmennt sesnch mld BT, hase pesh isterssity BTK, haclerial
teot standand; CFS, cell-free superatonts; CHA collivon-tdisced disockation: COPS, strsin scromm G copepods; B8
cheitrespray GNIL Gravn segative bacteniac GFR Gram positive bacteriac HOCA, @ cyamo- 4 ydrosysinmamis
ackds LOG, Laberutory Ocesnugrephy and Geosclendcey; MALDLTOF MS, matris-sbted lser sonitaton-tise
of Mght-smam specirametry, MSE main spectsil projection; NCRE Natlonsd Center lur Ihosechnology Information: PCR,
pedymnerane chain actions S5, werile safiow befler; TTA, triflunenscetic aciil
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INTRODUCTION

In aquatic ecosystems, basal trophic levels are constituted by
microscopic arganisms called plankton which consist of a plant
part, the phytoplankton, represented by unicellular algae and an

Orasctm st of Bacw Coormery Copepon Egum

not find in the literature any study focusing on the pathway
of bacteria colonization in copepod cggs. But, some recent
studies focuning on late developmental stages of oopcpod:
{mainly adults) showed that the colonization pathway could

be complicated (Rawlings et al, 2007 Afmads und Tarrant,

animal pars, the zooplankton. This latter is the main aguati

in terma of biomass and divensity (Manchlise,
1998) especially for the crustaceans subphylwm where the
copepod subclass represents the majority of these orgamisms
(Humes, 1994). Copepods could be found in a varkety of
habitats and are adapted to specific types such as fresh or
deep water. They have different feeding regimes and can live
freely in the water column or in the sediment (Mauchline
1995) but can also be parasites, such as sea lice, of aquatic
organisms (Gonzdlez e al, 2016). Copepods play an important
role in the marine ecosystem given #ts middle trophic position
between primary producers (phytoplankton), microbial food
webs and higher trophic levels (Roddie et ol 1984). Copepods
are abo the focux of many ecological studies because of their
key position in marine food webs, being important grazers as
weell as a food source for higher trophic levels (Souial o al,
20106).

The order of calanoid copepods is largely abundant in
marine and brackish environments and therefore plays a major
role In aquatic food webs but also in the diet of many
commercial fish species which are dependent on calanoid

2016). M or, some experimental studies confirmed that
some bacterial strainy (soch as Escherichia coli) cannot colonize
copepods (Dumontet ¢t al. 1996), However, the pathway of
bacterial colonization of copepod eggs was not the central
dement of our study. In fact, we targeted the epgs of the calanoid
species A. fonst as the high potential of using these eggs mostly
storage in cold (2-47C) as quiescent eggs, In aquaculture vse is
intenstvely studied. Especially the effect of stocking density on
production of A, tom cggs wis studied and the effect of cold
storage duration on the hatching siccess of eggs was reviewed
in (Hansen et al, 2016). Other studies focused on the effect
of external conditions (elevated remperature, wavelength, light
Intensity etc.) on the hatching success of freshly produced or
cold-stored eggs of A, tonsa (Hagemunn ot al, 2016 Hansen
et ul. 2006; Frunco et al, 2017}, In order to achieve the great
potential of A fonse eggs In aquacalture, their microbiome
should be studied for two main reasons: (1) in oeder to screen
the presence of pathogens that may introduce any risk in
hatchery if no disinfection was ased und (i) to look if some
associated strains have positive effect (like problotic potential)

copepods in either their larval or adult forms The calanoid
copepod Acartia fonsa is recognized as an emerging biological
model, a svurce of live prey for aquaculture purposes (Drillct
et ul, 2006) and is widely used for evaluation of marine
contamimants (Starcheva e al. 2015), They have a good
biochemical componsition (n terms of essential fatty acids, These
characteristics make the microflora of these onganisms of peime
interest to evaluate infection risks and transmission by food
Intake.

Aquaculture is beset by infectious diseases which are a
major knpediment to s development and are one of the
most significant causes of economic losses, These infections
diseases are caused by different bacterlal and viral pathogens,
Vibric species especially V. harveyl, V. alginolyticus, and
V. purghaemalyticus are well charscterized as major causes of
bacterial infections in fish farms (Carbone and Faggio, 2016),
Interestingly, several Vibrio species. including pathogenic ones,
are abso commonly found in & variety of copepods (Colwell
and Hog, 1998 Guglisndolo et al, 2008) including A. tomse
which hosts various other bacterial genera like Prewdomonas
and Flavobacterium (Roddie et al. 1984). Nonetheless, the
microflors of the copepods Is poorly documented and the few
studies focused on the adult state (Skovgaard ef wl, 2015),
Calanoid copepods from the genus Acartia are well studied
because they are promising live feeds in marine larvicolture
(Hanmsen e 2, 2016). Recently, the use of quiescent egps
of copepods and mainly A, forse s suggested as promising
technology 1o be used In hatcheries due to their immediate

to stimulation signals of induction treatments and
rapid hatching after the quiescent phase (Driller et ol 2006
Hojgaard o al, 2008; Abate et al, 2015), In fact, we did

Forirs B WMOTOROQy | e Sorfeein org

and quently they have to be maintained with cggy. 1n
fact, some studies already mentioned that encapsulation of
problotic bacteria of genus Bacillug through copepods is very
efficient In improving survival of fish luevae such us

{Sun et al, 2013). However, 1o our knowledge the isolation of
bacteria strains from copepod eggs {or copepods in general)
with high probiotic potential has never been done in the

past

As in other areas of animal farming, antibiotics have routinely
boen administered but there have negative impacts on the
environmen! and human health. This includes the emergence
of antibjotic-reslstant bacterial strains the sccumulation of
residues in edible tisues and the depressson of immune
systems (Carbone and Fagglo. 1016). For these reasons, the
use of antibiotic treatment in equaculture was  banbhed
in the Furopean Union and is under stringent regulations
in the United States of America and in other countrics
(Carbone and Faggio, 2016). This strict regulation led to
the investigation and the development of alternative strategics
to discase control. Among these alternative control regimes,
vaccination and the use of anti-microbial agents were initially
proposed (Austin and Austin, 1993), Probiotic bacteria also
appear s an Intéresting strategy as they can be a natural
protective and/or curative treatment, based on their beneficial
properties. Probiotics used in aquaculture belong to & number
of phylogenctic lincages, but mainly derive from two bocterial
divisions: the proteobacteria (especially gammaproteobacteria)
and the Firmicutes, among which aumerous members of the
penus Bacillus have been described (Hoog et al, 2005) such
as Bacillis subtilis (Morarty, 1998; Balcizar and Rojas-Luna,
2007; Aly et al, 2008) and 8 pumilus (Duc et al, 2004),
Although probiotic propensity is not solely related to molecules

Cctotmr 2017 1 WoAse 8 | Atche 101
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produced by a strain, B pumilus species produce structurally
diverse classes of secondary metabolites, such as fengycins,
surfactants, glycocholic acid, amicoumacins A and B and
lipoamides A-C and these structurally polyvalent compounds
have effective antimicrobial activity against various pathogens
(Lebsbadi of al, 1994 Berrue of al, 2009; Xu of al. 2004 Mota
et al, 2013).

The aim of the present study was 1o isolate and characterize
the culturable mesophilic bacterial flora colontzing A. fonsa egps
Issued from the copepod species collection of the LOG-Marine
Station of Wimercux located on northern coast of France.
To fulfill this goal, bacterial Bolation was performed using
nutritive agar medium at 25°C for 48 to 72 h. Gram
staining and catalase test were performed prioe 1o further
characterization of the olatex, MALDI-TOF-MS was used s
miain means of bacteral identification, along with some 168
rONA molecular identification, The antagonism of strains was
tested against selected fish pathogens and molecules respoasible
for antegonivma were churacterized by liquid chromatography
coupled to mass spectrometry.

MATERIALS AND METHODS

Conditions of Copepod Breeding and
Copepod Egg Collection

The A. tonsa strain used in the present study was obtained from
Roskilde University (strain code DFH-ATL) and was raised at the
marine station of Wimereux for several pencrations. Copepods
wore routinely cultivated in 20-1, polycarbonate carboys and
then upscaled up to 300-L volume by using transparent tanks
as described by (11 er al. 2016) excepted that copepods were
fed every 2 days with an excess of the alga Rhodomonas sp,
A. tonsa eggy were collected by sieving the culture water using
the same procedune as in Pan et al. (2015}, Then eggs were rinsed
using sterile sea water and stored at 4°C in dark stevile bottles of
1I3ml.

Growth Conditions and Bacillus Isolation
Copepod eggs were washed three times with sterile distilled witer
and then mixed for 3 min using 4 homogenizer Ultra-turrax Tkas-
T25D model (tmlaby Lille, France) m 9 ml of SSB (| g tryptone,
8.5 g sodium chloride dissolved in 1 L of distilled water), serially
diluted in 0.9% (v/v) SSB from 10" 10 107", plated on nutricnt
agar in Petri dishes (Sigma- Aldrich, St. Quentia Fallavier, France)
using the spread plate method and incubated at 25°C for
48 h. Morphological characteristics of solates were determined
using visual assesment of bacterial colonies on nutrient
agar plates along with microscopic examination according
to the standard procedures described in Bergey's manual of
systematic bacteriology. Gram staining and the cutalase test
(catalase production) were carried out. Morphaologically ditferent
colonies were selected from the agar plates, streaked on fresh
nutrient agar plates and Incubated at 25°C for 48 h. Finally,
bacterial isolates were inoculated into nutrient broth (Merck,
Germany) and stored in 30% glycerol ut ~80°C for further
analysix,

Porties B Mooy | weas Sorfsesin org
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Bacteria Identification by

MALDI-TOF-MS

Mass Spectrometry (MS) Profile Acquisition from
Colony Forming Units

Single bacterial colonies were picked ap three times with
pipette tips and separately smeared a8 a thin leyer onto
(MALDI) target according to the manufacturer’s imstructions
(Broker Daltonlcs, HBremen, Germany). The on-target
deposits were overlald with | pL of 70% formic acid
slution, dried at room temperature. overlaid again with
I gl of matrix solution [10 mg/ml of HCCA disolved in
ACN/water/TFA (50/47.3/L5 vivivl] and dried again (Nacef
et al, 2016).

Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight-
mass ;zcnmnmq analyses were performed on an Autoflex
Speed™ (Bruker Daltonics) running Flexcontrol 3.4 software.
The MALDI-TOF mass spectrometer calibration was performed
using the BTS a per Brukers recommendations. Thix
calibration kit contains » typical protein extract of E. coll
DHSalpha spiked with two additional pure proteins (RNAse
A and myoglobin) to cover an overall mass range from |
1o 17 kDa MALDIMS profiles were acquired in positive
linear mode across the m/z range of 2,000-20,000 Da using
the manufacturer’s automatic method MBT_FCpar. Each
MALDIMS profile was the sum of the jons obtained from 480
laser shots performed randomily on different regions of the same
spot.

Bacteria Identification Using Biotyper

Mass spectra were processed using Biotyper software (version 3.0
Bruker Daltonics) running with the Biotyper databuse version
DB.5989, containing 5989 reference MALDI-MS profiles (5298
of bacteria, 626 of yeasts und 65 of filamentous fungl) called
MSFP. The experimental MALDI-MS profiles obtained from
bacteria isolates were motched on the reference MALDI-MS
profiles and the matches were restituted by Biotyper along with
a Log(score) and an associated color code (green, yellow, and
red). Briefly, o Blotyper Logiscore) exceeding 2.3 (green color)
Indicates a highly probable identification at the species level.
A Log(score) between 2.0 and 2.3 corresponds to highly probable
identification at the genus level (green color) and probable
identification at the species level, A Log(score) between 1.7 and
20 (yellow color) implies only probable genus entification,
while score value Jower than 1.7 (red color) means no significant
similarity between the unknown profile and any of those of the
database.

Molecular Biology Experiments
Genomic DNA Extraction

Pure penomic DNA  was extracted from each  Hacillus
strain identificd by MALDI-TOF-MS with the Wizard'
Genomike DNA Purification Kit (Promega, Charbonnieres-
les-Bains, France) and then gquantified with a Nanodrop
Lite {(Biowave 11, Biochrom WPA, Cambridge, United
Kingdom).
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Polymerase Chain Reaction (PCR) -Based
Amplification of Bacterial 16S Ribosomal DNA 2 5
(16S rDNA)

The 165 rDNA of the five strains (18 COPS, 35A COPS, 35R S
COPS, 38 COPS, and 40A COPS) were amplified with 168 3§
forward 5 AGAGTTTGATCM TGGCTCAG-3" and 165 reverse
S-GOMTACCTTGTTACGAYTTC-Y primers (Lhugo e al,

2011) using the following PCR program: 94°C/5 min, 29 cycles at Eg
94°C/t min, 55°C/1 min and 72°C/1 min and fimally 72°C/5 min

(Al Atya o al, 2015). Amplified products were ponified

using a PCR purification kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) i§ | N T i
and sequenced by Ewrofine Genomics (Munich, Germany),

Nucleotide sequences were sbjected to homology search using 1

the nucleotide BLAST software of the NCBL Phylogenetic .E T X DR R Cl e
analysis of 165 rDNA sequences by maximum likelihood analysis

method was perforined using MEGA 7 according to Hall (Hali, i

M3, ;s b Ead e 6 1 v b
Antagonism Assay

Antibacterial activity was assemed against the GNB and GPB '§ Lo | Pl |
listed in Table 1, using two methods: the spot Inoculation on agar

test and the well-known agar diffusion test slightly modified by Al

Atyn et al, (2015). The pathogenic bacteria used in this study were ‘§
handled in 2 laboratory of microbiological safety level 1.2 to avoid

contamination and 1o comply with the hyglene and safety of the
lasboratory sccording to the safe conditions of use of pathogens,

‘ ] L | | ] '
Assaessment of Antimicrobial Activity Based on Spot g s
Inoculation on Agar g i i L<q
The antimicrobial activities of 8. pumilus strains named 13 COPS, é i§ g o 401 g b SO DA N (i X Sh . g
A5A COPS, 35R COPS, 38 COPS, and 40A COPS and 9 stralns of 2
I subitis named 181 COPS, 21 COPS, 23 COPS, 24 COPS, 30 3 R £
COPS, 351 COPS, 401 COPS, 41 COPS, 58 COPS isolated from 3 §§ ettt v lesi e
copepod eggy were determined (n teiplicates by spot inoculation 3 &
on agar using 5 L of B, pumilus and B. subtilis coltures (collected 3 i 3
after 48 h of incubation at 25°C) on Mueller Hinton agar plates 3 [§ TR S ANNE & TP
pre-inoculated with 150 ju 1. of pathogenic strains listed in Table 1. i i g
Thereafter, plates were incubated ut 25°C for 48 b aod the X
antibacterial activity was determined by measusing the inhibition & .§ N & 20 K 4 SRR S g
zone diameters around the spot of 8 pumilus and B. sdtilis 5 VY g
cultures. 4] i

e 333Xt 000000

Assessment of the Antimicrobial Activity Based on ’§ tEIas y §
the Agar Diffusion Test .2
The CFS used for antibacterial activity measurement were ¢ g g
obtained by centrifugation (10,000 x g 10 min, 4°C) from fresh 3
cultures of B pumilus and B subtilis grown at 25°C for 24~ % gﬁaag g
48 h in nutrient broth. Wells were made within solid Mueller @ & 2
Hinton agar plates, pre-inoculated with 150 pL of pathogenic a g g ¢¥nszogpBt é é g :
strains (Table 1) end filled with 50 L of each B. pumitus and g—\m;';" < 0
B subtilis CFS. Agar plates were left at room lemperature, in _2‘.:82; EE ggggg ¥
sterile conditions, for 1 h before incubation for 2448 h at 25°C, £ E : 3 £
Each assay was performed In triplicate. Follawing incubation, 2 i § E E g g g & g 5
antibacterial activity was assessed by measuring the inhibition = g g §
zones around the well containing the CFS. The diameter of each § i l E E S 5 ! g g i § g & g %
zone inhibition was measared in millimeters. RZEx L

Porties B Mooy | weas Sorfsesin org “ SCiOtey 2017 T W0Me 8 | Atcie 1UN

viii

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Annexes

These de Mahammed Zidour, Université de Lille, 2018

© 2018 Tous droits réservés.

Sr ot ol

Characterization of Molecules

Responsible for the Antibacterial Activity
The CFS samples from 8, pumilus and K subtilis cultures
were separated by reversed-phase chromatography using an
ACQUITY-biocampatible HPLC-system (Waters, Manchester,
United Kingdom) equipped with s Phenomenes C18 Kenetex
core-shefl column (1D 3.0 mm = 150 mm, 2.6 pm. 100 A). The
Cl8-retained molecule elution was carned out using a lincar
pradient of ACN contalning 0.1% FA (25-95% ACN over 55 min)
and a flow rute of 500 pl/min. The HPLC cluent was directly
electrosprayed from the column end at an applied voltage of
3 KV, using # desolvation gas (N2) flow of 500 Lih, a ncbulier
s flow of 6.5 bar and desolvation temperatures of 150 and
300°C, respectively. The chromatography system was coupled
to # SYNAPT.G2-Si mass spectrometer (Waters) operating in
data-dependent mode. The full MS survey scans were acquired
4t a4 20,000 (FWHM) resolving power, over the mass range of
300-3,000 m/z. Procursors observed with an intensity over 1,000
counts were selected for jon trap CID fragmentation with an
isolation window of 3 amu and subjected 1o a collision energy
ramping from 10 to 20 V for low mass and 40 w 120 V for
high mass. The MS/MS spectra were recorded on the 50 to 3000
m/z range, A maximum injection time of 100 ms was used for
CID MS? spectra that were acquired over the same mass range,
The method was set 10 analyze the five most intense ons from
the survey scan. Pezks were analyzed using Mass Lynx software
(verd.1: Waters). Structures were drawn using ChemDraw Ultra
{Version 12.0,2.1076, Cambridge, MA, United States).

RESULTS

Morphological charscterization of the A. fomsr egg isolates
obtained on nutrient ugar revealed that, out of a total of 175
strains, 69% are bacilll forms, 19% coccl and 11% coccobacilli,
Concomitantly, 30% of isolates are Gram-positive strains and
70% are Gram-negative strains while 27% of the strains oppeared
to be catalase positive and 73% catalase negative.

High-Throughput Identification by MALDI-TOF

Out of the 175 isolates obtained from the copepod eggs, 73
isolates (42%) could not be identified by MALDETOF-MS,
probably due 10 the absence of reference mass spectra related
to these species in the Bruker datshese [n contrast, 102 (58%)
iolates were identified, of which 54% with certainty at the
genus and species levels und 46% only at the genus level,
The results of MALDETOF-MS-based identifications showed a
great diversity of bacterial strains belonging to twelve ditferent
genera including Gram-positive and Gram-negative (Figore 1),
with Vibrio, Staphylococcus and Baclllus as the dominant
penere. Amongst the 29 species found, (i) 8 belang 1o the
genun Vibrio, notably V. anguiflarum (19 straing), V, pomeroy
(6 strwina), V. eyclitrophicus (4 strains), V. alginalyticus (1 strain),
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V. scophthalmi (2 strains), V. gigantis (| strain) and V. chamgasii
(1 straink (i) 4 species belong 10 the genus Srapliplococcis
including S, hominis (10 strain), 5. epidermidiz (6 strains),
& cohmii (1 strain), and $. capitis (1 stain); (i} 5 species belong
o the genus Bacilfr with the species B, subnilis (9 strains),
B pumilus (5 stralns), B lcheniformis (3 strains), B cerens
(3 straing), and B. mojinensis (3 strains), and (iv) 3 species of
the genus Prendomonas such as P. putida (9 strains), P. stutzeri
(2 strains), and P, ungwilliseptica (3 strans). In addition to
these dominant genera, other genera such as E coll, Shewanella
algae, Shewanella Micrococens lutews, Rlizobium
rudiobacter, and Nelwserin flavescems were also unambiguously
identificd by MALDI-MS profiling,

Same of these bactetla are pathagenic 1o both fishes und
humans (eg, Vibrio spp.), some are harmiess 10 fshes but
pathogenic to humans (e g, Listeria, Staphylococcus, and Vibrio)
while some can be potential probiotics both for fishes and
humans (e.g., Bacillus), Interestingly, in growing condition cose
1o that of rearing fish (25°C), the dominant g isolated from
the eggs of copepod A. fonsi are Vibrio and Bacillus. Therefore,
14 strains of Bacilluy genus, including 3 straine of A pumifue
named 18 COPS, 35A COPS, 35R COPS, 38 COPS, 40A COPS,
and 9 strains of B subtiis pamed 181 COPS, 21 COPS, 23 COPS,
24 COPS, 30 COPS, 351 COPS, 401 COPS, 41 COPS, and 58
COPS were tested against some fish pathogens to evaluate their
antagonistic activities.

Antagonistic Activities of Isolated
Bacillus Strains
The antagonistic activities were assessed in tiplicates using two
methods: the on-site inoculation agar test and the agar diffusion
assuy, for which the antagoaistic activity was quantified using
the size of the growth inhibition zone (in mm) sround the spot
or the well. The spot inoculation agar test revealed that only
the B. pumilus straine displayed antagonistic activities againal
Vibrio, Kocuria, Listeria, and Stuphylococews (date no shown),
domonsteating that the cells and CFS are both responsible for
such antagonistic activities. To identify if the antimicrobial
activity was due 10 u secreted molecule, the antimicrobial activity
of CFS from B pwniluz and B. subtilis wos assessed by the agar
well diffusion method and the results are gathered in the Table 1.
As expected, the CFS of B subniis strains had no activity
against our range of pathogens including strains of Vibrio,
Listeria, and Staphylococcus. On the other hand, the CFS of
8, pumilus strains displayed activities against these pathogens.
More precisely, the highest antagonistic activity for the five
tested B pumilies stralng was observed ugainst V. alginolyticis
CIP103336 and V. alginolyticus 17EMB (proviously isolated by
oursell from seawater), for which obtained Inhibition zones
ranged between 10 10 15 mum in size, except for B, pamilus 40A
COPS which displayed weaker activity against V. alginolyticis
CIPI03336. A similar antagonistic activity pattern was observed
agalnst Listerla innocua ATCC 51742 and L. monocytogenes
157 with wide inhibition zone (10-15 mm). Interestingly, these
antagoninms appeared to be strain specific, 4 no inhibition
7one wan observed for the other L. monocytogenes strains testod
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(L. monocyfogenes 158, 161, ard 162). The CFS of B pumitio
strains displayed activities against Stphylococcus auress ATCC
33862, S aurews ATCC 25923 and V. amguidlarym 1| COPS
(isolated during this study from copepod eggsh, for which the
sizes of obtained Inhibition xones were close to 6-8 mm, These
antagonistic activities were lower than observed activities against
V. alginolyticus straing. No activity was observed for any of the
methicillin-resistant 8 awreas (MRSA) wtrains tested and the
X epidermidis strain.

Phylogeny of the B. pumilus Isolates
The B pumilux isolates identified in this study exhibit high
activities against pathogenic bacteria both for humans and
fishes and especially ot larval stages. The gel view (Figore 2A,
right panel) of MALDLTOFE-MS profiles of B, pumilus strai
shows that the MS profiles are similar in term of intensity
and mass over charge ratio (m/2) of mass signals. Morcover,
oy demonstraled by the dendrogram displayed in Figure 2A
(left panel), these B. pumilus MS profiles appear highly simitar
to the Rruker database reference MS profile for B. prmilus DSM
13835. Additionally, this dendrogram (llustrates. based on the
strains MS profiles, the phylogenic distance between two other
strains: Paeniibacillus polymyxa DSM 292 and B subrilis DSM
5552

To confirm these results, all B pumilus strains were subjected
to molecular blology-based bacterial idemtification. The 165
tDNA amplification und sequencing have abo identified the 18
COPS, 35A COPS, 35R COPS, 38 COPS, and 40A COPS strains
as B, pumilus. The 165 rDNA sequence have been subjected 1o
Genbank and the accesston numbers are MFE92772; MF692773,
MF692774; MF692773, and MF692776, respectively. With max
scores hetween 1982 and 2617, e-values of 0 and identification
scores of 99%, the phylogenetic analysis of 165 rDNA sequences
(Figure 2B} shows that these five strains are affiliated and very
close 10 each other, except for the 358 COPS strain which
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grouped alone. Furthermore, the 4 strains 18 COPS, 154 COPS,
38 COPS, and 40A COPS scem to form one distinet group, and
appear affiliated with the reference strain B, pumilis ATCC7061.
Interestingly this group chastered on the same branch from which
the 35R COPS strain derived, this strain forming an isolated
ramification, The sdentification score of 96% for 35R COPS strain
suggests that it could be new strain that Is not in the NCBI
datobase. This finding prompted us to characterize the secondary
metabolites produced by this solate.

Characterization of Antibacterial

Activities

The medium culture (blank data not shown), the CF5 issued
from the B, pumifus 35R snd B subtills 23 COPS strains
were subjected 10 2 revene-phase HPLC-MS/MS analysis on
an Acquity-Synapt G2-SI device (Waters). The Cl8-retained
molecules were eluted using a lincar ACN gradient of around
1. 3%/ min (25-95% ACN in 55 min). The BPI chromatograms
(normalized to 3 x 10° sons for a better BPl-chromatogram
comparison) are depicted in Figures 3A.B, respectively. As
expected, the resolution of the CIS core-shell column revealed
the presence of many compounds as demonstrated by the number
of peaks. The BPl.chromatogram from 8 subtilis 23 COPS
CFS can be divided into 3 zones: (1) the 1-20 min region
corresponds to less hydrophoble compounds und shows only a
few peaks, (i) the 20-35 min region where no mas signals are
detected and (iil) the 35-58 min regions which corresponds to
the elution of lipopeptides (Kalinovslayu et al. 2002) and during
which around seven mass signals ing 10 surfactin
isoforms are detected (see Supplementary Table S1 for details).
The BPI-chromatogram from 8 pumilus (358 COPS) CFS can
be divided into four zones: (i) the i-11 min region which is
similar in terms of mass signals to the same region issued from
the 23 COPS CFS BPL-chromatogram, (ii) the 11-20 min region
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characterized by a very high intensity (5 x 10'*) of mass signaks
and which is not present in the 23 COPS CFS BPI-chromuatogram,
(i1} the 20446 min region where only a few mass signals are
detected andd (V) the 46-38 min region, which also corresponds
to the elution zone of lipopeptides, demonstrates that the heavy
surfactin lsoforms (Supplementary Table S1) produced by the
35R COPS strain are more abundant than in the 23 COPS
CFS. Therefore, through this differential approach combining
antagonisen sctivity and the HPLC-MS5/MS analysis of CFS, we
conclude that the antagoniam activity of the CPS of B. pumrilis
35R COPS is mandatoary doe 1o compounds in the 11-20 min
region of the BPl-chromatogram.

Table 2 gathers the main compounds detected by
UViabsorbance and mass spectrometry from the 11-20 min
region of the BPl-chromatogram. Molecular structures were
deduced based on specific UV-absorbance profiles and
mass fragmentution patterns (Figure 4) obuined by CID,
According 1o the UV.absorbance profile, phosphoamicoumacin
B (m/z = 505.2065; RT = 13,19 min) and A (m/z = 504.2140;
KT = 1286 min) are the most abundant molecular
forma. Concomitantly, amicoumescin B (mfz = 4252271
RT = |41 min) and A (m/z = 424,2271; RT = 1542 min) are
alsa detected (n mass spectrometry but thele UV-signal calculated
abundance is lower.

Molecular  structure  elucidation  was  performed  using
the CID fragmentation patterns sh in Figures 4A-D,
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As llustrated, the fragmentation pattern below the m/z 274.08 i
strictly identical from one molecule to another and, combined
with the UV.profile common to all compounds, this mdicates
that all molecules have the same chromophore (3, 4-dibydro-
8-hydroxysocoumarin}, The phosphorylated amicoumacins
are eosily identified by the 98 Do-mass difference, specific to
the Joss of a phosphoric acid group (HzPO,). Finally, for each
compound, the fon fragments detected in the higher m/z values
testify to the successive loss, from the pseudo molecular jons, of
NH; and HzO groups and therefore demonstrate the presence of
an amide group {emicoumacin A forma) and a carboxylic group
(amicoumacin B forms},

In this study, using mesophillc culture conditions, 175 bacterlal
strains were folated from strains colonizing A. tonse eggs, among
which large majority (70%) of these isolates were GNB and a
quarter were calalase positive. MALDI-TOF-MS analysis alowed
rapid und reliable identification of most of these lsolates, at
least at the geous level and often at the species level In fime
although the real numerical relevance can be different compared
to a 165 rDNA sequencing that can be directly performed on
copepod egps, & great diversity of bacterial genera was found,
including Staprylococcns, Kocwrnt, and Prendomonas strains,
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Although the copepod-egg isolated struins may have as origin the
environment (e.g., adult copepods itself: from mating, egg release,
fecul pellets; microalgae), some identified strains are known
be opportunistic pathogens for fishes, humans or bath such as
Vo anguillarum, E coll, or B cerens, Bacteria that are harmless
to fish but pathogenic to humans {Listerla, Staphylococcus, and
Vibrio) constitute a threat that is all the more important as fish
living mn polluted warers can carry Streprococa and fecal coliforms
(Gatesoupe and Lésel, 1998). Previously, Humen and Boch
(199%4) roported that the microflora of fecal pellets from another
copepod species of Northern hemisphere, A. tomsa (Dana) were
dominated by Hacilles, Cytophaga/Flavobactertium, Vibwio, and
Pseudomonas. These bacteria were mainly found attsched 1o
the exoskeleton of copepods and to a lesser extent in the gut
as well as internally in skeletal muscle tissue, Once more, we
illustrate that these strains are generally associated 1o the A. fonsa
culture, and this from the laying of egge. Hence, the copepod

egps could be an elegant way for transporting strains of interest,
However, o recent study, based on & dual analysis (denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE) and  pyrosequencing)
targeting  the bacterial 165 rRNA gene, unveiled that the
microbiota of copepods s dominated by Alphaproteobactersa
and Gammaproteobacteria and showed the presence, in lower
abundance of Actinobucterie, Verrwcomicrobia, Firmicutes, und
Bacterokdetes (Skevgaard o al. 2013). The idestification of
the exact pathway of colonization can be developed In future
studies by using appropriste experimental protocol In fact,
we did not find in the literature any study focusing on the
pathway of bacteria colonization In copepod eggs. But, some
recent studics focusing on late developmental stages of copepods
{mainly adults) showed that the colonization pathway could
be complicated (Dumontet et al, 1996 Rawlings et al., 2007
Almada and Tarrant, 2016). Moreover, some experimental studies
confirmed that some bacterial strains (such as E cll) cannot

W0 ITEES RSOy hom e 1 120 mw wgion of Tw SR chvomeeogem wsued Tom the CFS of
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colonize copepods (Dumaontet et al, 19%6), Anyway, the pathway
of bacterial colonization of copepod egs was not the central
clement of our study.

Here, we focused our attention primarily on five strain
belonging to the A pumilus species (18 COPS, 354 COPS,
35R COPS, 38 COPS, and 404 COPS), initially identified by
MALDI-TOF-MS and then confirmed by sequence analysis of
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the 168 rDNA, for several reasons, First of all B, pumilus had
already been described o3 a potential probiotic bacterium (I
et al, 2004), Such strains could be easily used in aquaculture,
as Bacillis species are known for their ability 10 sdapt casily
1o diverse habitats (Parvathi o1 al. 2009). Moreover several
species of Bacillus incloding 8 cerens, B, subtilis, and B. pumilus
Inhabit coustal and marine environments (Parvathl et al. 200w),
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Finally, 8. pumilus has also been reported to be the second most
predominant Hacillas species in space crafts (Nicholson o1 al,
2000).

The antagonism capability of the five strains of Il pumilis
Isalatesd in this study was suggested by their antimicrobial activity
agalngt several pathogens (V. anguillarum, V. alginolyticus,
L innocws, L monocytogencs, and S. aures). Interestingly,
the probiotic propensity of B, pumius strains have been
aiready reported, A recent study showed that & pumifus H2
lsolated from matine sediment. used as problotic for juvenile
shrimp, has strong potential for the prevention or trestment
of fish vibricsis in the aquaculture industry (Gao vt al, 2017),
Previously, Levion et al (2002) have shown that B pumifis,
Issued from & marine strain of the collection of the Laboratorio
de Ecologias Microbiana of the Universidad de Antofagasta,
produces metabolites that significantly inhibit the growth of the
pathogen V. parahaemolyticus. Another example, a B pumilus
strain, bsolated from the mid-gut of healthy black tiger shrimp,
woakly inhibits the growth of V. parahaemolyticus in cross-
streaking assays on sofid medium but strongly inhibits those
of the manine bacterial pathogens V. algimolyticus, V. mimici,
and V. hurrveyd, and was thought-out commercial polential as 4
probiotic (Hill ot al,, 2009),

Through this study, we illustrate that the CFS collected from
the culture of our five B pumilis strains inhibit the growth
of various Vibrio strains, These bacteria are respomsible for
fixh vibriosis which couses hethargy, degeneration of the gills,
lymphoid organ, digestive system and epitheliums leading to
eventual of rapld mortality (Rasheed, 198% Deane et ol 2000;
Akayle and Tumur, 2002; Haenen et ul, 2014). To limit the
dissemination of resistant bacteria, the wse of antibiotics 1o
fight bacterial diseases in aquoculture farms is pow banished
or strictly regulated in developed countries {Carhone and
Faggio, 2016). Therefore, the use of antagonistic bacteria to
limit the development of vibriosis appears as & promising
strategy (Carbone and Faggio, 2016), and Bacillus scems 1o be
a good candidate for this purpese. Bacteria belonging to this
genus display several advantages including an environmental
ubiquity, a persistence and stability in the harsh conditions
of the gastroimtestinal ecosystem since Hacillus spores can
tolerate such environment and are able 10 germinate and
proliferate within the intestine (Tam ¢t al, 2006). Moreover
Pricto et al (2004) have recently recommended that probiatics
should be bolated from the gastrointestinal tract to give
them the best chance of surviving in and colonizing the
intestine.

The mode of action of problotics in in vive conditions
remalny unclear with 2 number of potentially synergistic
or  complementary  mechanisms  proposed,  Including
immunostimulation  (Dise-Rosales ¢t ol 2006 Scharek
e al, 2007), inhibitlon or competition with potential
puthogens (Vite of al, 2004 Balcazar and Rojus Luna, 2007,
Decamnp et al. 2008) or skmply maintenance of bealthy and
diverse Intestinal microblota. In our case the five lsolated
strains of B pemilus display antagonism which could be
associated with the production of two major families of
antinicrobial compoundx, the fongycins and the surfactin
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(Lebbadi etal, 1994 Xuetal, 2004 Mara o al, 2015} The
presence of the genes coding for these two lipopeptides was
outablished and could be comsidered a8 one of the main
mechanisms implicated in the antagonistic cffects on the
pathogens tested. HPLC-MS/MS analyses performed on the
most active CFS from by 8, pumilis and the Inactive CPS from
B. subtilis isolated in this study reveals that no molecule of the
fengycin family is produced by both strains. Concomitantly, the
population of surfactin molecules is not so different between
each strain and. as demonstrated by HPLC-MS/MS data, only
B pumitux produces heavier surfactin isoforma. Similarly,
Herrue ot sl (2009) have isolated & B, pumilus strain (SP21)
from a sediment sample collected in the Bahamas and reported
Its antagonism against S, aurews ATCC 10832, Pscwdomonis
aetuginosa ATCC 14210 and Candida albicans ATCC 14053, Ay
characterized by spectroscopic methods inchuding 2D-NMR and
MS, this strain SP21 produces 5 surfactin anatogs, the glycocholic
scikd, the smicoumacing A and B in addition to 3 lipoamides A-C.

Some straing of the Aucillis genus produce natural compounds
displaying antagonistic activitios against many bacterial, fungal
pathogens and are often used ax agents for the treatment and/or
prevention of different plant and animal infections (Ougens
and Jacques, 2008; Lee and Kim, 2011). Their antimvicrobial
activities are mainly attributed to the production of antibiotic
pepide derivatives of the lipopeptide family (Berrue e al,
2000). B pumilus stralos have been reported av producing
active against a wide range of microonganisms (Narw et al,
1990). In this study, we reported that two major families of
antimicrobial compounds are produced by the B. puomilus strain
named 35R COPS associated to copepod eggs: the surfactin and
the amicowmacin families,

The amicoumnacins A, B, and C are a family of structurally
diverse products that possess a broad range of pharmacological
properties such as antibacterial, anti inflammatory, antiulcer,
pastroprotective, and anti-Helicobacter pyfori (Ioh of ol 1981
Hashimoto et al., 2007), A recent study has shown that B, pumilis
H2 isolated from marine sediment produces an active molecule
against Vilrio specion (Gao et al., 2017). This active molecule was
identified as the amicoumacin A, indicating that this & pumifus
strain has a strong potential application in the prevention or
control of fish vibriosis. In 2007, the MU3138 B, pumilus strain
bsolated from 4 sall sample collected in Japan was shown to
produce amicoumacins A, B and their 8"-phospho derivatives.
These molecules have been reported to play a crucial role in
the anti-S awrens and anti-MRSA activities (Hushimoto ot al,
2007), The potential probiotic traits of the & pumilus 358 COPS
strain assoclated 1o copepod eggs should be investigated further
and confirmed by i vivo study to establish their cfficacy in Eve
animals.

CONCLUSION
Copepods are 2 natural, econamical, equilibrated and safe food

source for the growth of fish larvae in larviculture. Motcover,
through their microbiote (scquived or innate), copepods appear
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as @ natural way of probiotics administration for the fish
larvae. Here, from copepod eggs (isolation site) and using
the modern, fast, accurate MALDI-TOF. profiling approach, we
reported the bacterial identification of 102 (58%) over 173
Isolates obtained according 1o mesophilic culture conditions,
Thirty-four strains belong to Vibrio genus, I8 to Stuphylococcia
geoun, 14 10 Prewdomonas genus, 25 10 Bacillus genus. Amoog
the latter, B pumritus and B subtilis strains were subjected to
two antagonism tests, The CFS of B pwnilus displayed an
antagonistic activity against certain speches of the Vibrio, Kocuria,
Listeria, and geoera in contrast to those of
R u-hlh These differences in antimicroblal activities have been
used for a rapid discrimination of the compounds responsﬂc
for the antegonism. Therefore, their CFS
resolved and compared through a differential HPLC-ESI- )-WMS
approach. Using this approach, the surfactin family molecules
found in each CFS have been rapidly excluded as candidate and
compounds found exclusively in the B, pumilus CFS, cuted in
the 1120 min region, were characterized using their specific UV-
absorbance profiles and their MS/MS fragmentation patterns.
Hence, the antagonism activity of & pumilus CFS was indirectly
shown to be due to members of the amicoumacin famiy: the
amicoumacin A, the smicoumacin B, the phosphoamicoumacin
A and the phosphoamicoumacin . The potential probiotic
propensity of the 35R COPS strain stays still clearly to establish
in the future initially through the determination of it in vitro
survival in gastric and intestinal environments, the determination
of hydrophobicity percentage but also other added values and the
search of the genes coding for the members of the amicoumacin
family.
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Genome Sequencing and Analysis of Bacillus pumilus ICVB403 Isolated

from Acartia tonsa Copepod Eggs Revealed Surfactin and Bacteriocin
Production: Insights on Anti-Staphylococcus Activity

Mahammed Zidour - Yanath Belguesmia - Benoit Cudennec ' - Thierry Grard ' + Christophe Flahaut ' - Sami Souissi® «
Djamel Drider*
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Abstract
Here we show that Sacilies prenifees 1CVBAO3 recentdy solated from copepod cges is able to produce, afier 48-72 b of growth in Landy
medium, extracellular mbsbeory compounds, whach are active agamst Staplodococcus arey ATCOC 25923, methicillin-restistant S
anrvs (MRSA) ATOC 43300, MRSA-ST, Stpdndococcus epidermicdts 11EMB, Sspdndococous warmen 27EMB, and Stapdivlovocous
hominis 1IEMB, Morvover, these extrucelhular inhibitory compoundi(s) were able to potentiote erythrommycn sgain the aforementioned
staphylococed, The mansmum inhibitory concentamion (MIC) of erythromycm was rodoced from 32 pgml o 8 pg/mb for MRSA
ATCC 43300 und MRSA SA-1 strains, ond from 3264 pgml 10 4 pg/ml for S epuckrmidis 11EMB and S Aowninis 13EMB strams.
The genome sequencing and analysis of B. pusslies ICVBA03 unveiled 3 666.195 nucleotides contasned in 22 contigs with a
G + C matio 0f 42.0%. 3826 coding sequences. and 73 RNAs. In silico analysss gusded identification of two putative genes coding
for synthesis of surfactin A, a lipopeptide with 7 amino acids. and for & circular bacteriocin beloaging to the circularin A/
ubcrolysin family, respectively.

Keywords Copepods < Bactlfus pumilus - Methucillin-resistant Staphylococcss awreny - Antagonism - Bactenocin « Surfactin
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Introduction

Fish and other seafood peoducts are consumed worldwide
(1. 2). In addition 1o possible presence of histarmines and
biotoxns [, 4], these Sood products can contain potentally path-
ogenic bactena and viruses as reported in difforont studies [5-8],

Electronic supplementary material The online verwon of S artcke
g ot ong/ 10,1007 51 2602018546 | 4) contiins supplomentury
materiul, which (s ivaibebie 1o suthoried users,
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The last decade has scen studics on the gastrointestinal
microbiots of mammals on the nse. These studics sugmented
our knowledge on the microbiota and their relationship with
henlth and descoses. To this regard. the fish intestinal microbs-
oty may contain 107 10 10" bactena/g of intestinal content [9),
and the main phyla encountered are protcobactena,
bacterodetes, actinobacteria, finmoutes. und Fusobacteriom
[10]. Nonetheless, several factors mcluding host, environmen-
tal, and macrobial factors can affoct the fish’s Gl tract content
[10]. An carbier report establishod the mnpact of temperature,
witer salimity, morganic and orgame pollutants, human and
anmal waste, and natural occurmence of bactena in the water
on fish Gl tmact [11).

Staphylococe are known as impostant opportunistic human
pathogens and, therefore, recognizsd s vectors of a large van-
ety of diseases for humans and animmals [12). Stapindococous
atervees andd MRSA were shown as peevalent microonganisms in
fish and fish products contributing i ths way to global spresd
of bactenal resistance 10 antibiotics [13-15],

Aquacultuee that is defined as “underwater agriculture™ is
the fastest growing wixd thriving food-peoduction industry in
the world but this sector is plagued by diseases of bacterial,
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viral, fungal and parasitical origing [ 16], Feeding infected fish
with antibiotic-medicated food has become a general practice
[17. 18] The results on the ase of antibiotics are conflicting
and this practice has been considered a5 ineffoctive because
affected fish may remain off feed. The intake of antibiotios in
fish was estimuted o be relatively low, with only 20-30% of
antibiotics ingested | 19). The overuse of antiblotics contribut-
od 1o wild spread of bactenal resistunce causing therefore se-
nous challenges to health. It is now admitied that crsdication
of antibiotic-resistant bactena remains difficult and only few
new antibiotics arc 1 the pipeline munly for the treatment of
infections caused by Gram-negative bacilli [20). Alernatives
10 antibiotics thit give stmilar or enhanced protection 10 aguat-
ie animals are urgently needed. Antimicrobial peptides
(AMPY) are among the themspeutic options carrently consid-
ered 1o replace or potentiate the fading antibiotics. AMPs are
produced by all hving cells as innate molecules [21] Those
produced by Gram-negative and Grum-positive bacteria have
gained recognition as promising alternitives to antibiotics,
Conversely 1o antibiotics, AMPs underpinned narow spectm
and are wetive ot low concentration, which help reducing nd
even avording development of bacterinl resistance [22].

Bacilli from manne ongansms were reported 1o secrete @
broad range of antimicrobials including polypeptides,
macrolactones, fatty acids, polyketides, isocoumarins,
lipopeptides biosurfactants, and different types of AMPs [23,
24). Abriouel ot al. [23) reported that bocilli as 8. corvns, B,
thuringiensiy, B, yubtifts, B amyloligicfaciens and 8 pumiluy
are may also produce bacteniocing, These ane ribosomally syn-
thesized AMPs produced by both Gram-positive and Gram-
pegative bacteria [22]. Bacsenocins mainly those produced by
lactic ucid bactenia (LAB) are considered as potential alterna-
tive to antibiotics [25, 26].

In this study, we mvestigated the inhibitory activity of 8.
pumifus ICVBA03; a steain recently isolated from Acartia
tonsa copepod cges [27). This strain resulied 10 be scuve
against 8 aurens ATCC 25923, MRSA ATCC 43300,
MRSA-SI, S epidermddis 11EMB, S. wurneri 2TEMB. and
S hominis 13EMB. Notably. §. epidermidis 11EMB, §.
warner! 27EMB, and S hominis 13EMB were solated from
scawater during this study.

On the other hund, the proteimaccouy nuture of extracciiulur
inlubitory compounds was determined by the analysas of their
sensitivity to proscolytic enzymes. Also, the in sihico analysis
of the whole genome of B. pumiius ICVB403 has dnven to
sdentification of two putative genes codmg for AMPs. The
first one resembles 1o surfactin A # well-knows hpopeptide
with 7 umino-acids, and the socond one codes for a circulur
bocteriocin belongmg %o the crrenlirin: Awberolysn family.
This study provides firt evadence highlighting the capabilitios
of B pumilies 1CVB403 10 produce two categones of AMPs
options,

& springer

Material and Methods

Bacteria Isolation from Seawater and Their Molecular
Identification

Struins belongsng to Staphydococcs genus were isolated from
treated scawater collected wt the Wimereux marine station
(North of France), These sumples were serinl diluted in 0.9%
(vv) of sodium saline buffer from 10 ' 10 10 ® and plated on
nutricnt agar plates und incubated at 25 =C for 48 h. Colonscs
grown under these conditions were chamctenzed macroscop-
{cally and microscopically. Aflerwands, the strtins mutching
with Supdviococens morphological and biochemical trass,
including Grum-positive staining snd cataluse-testing were
identified by mass spectrometry appeoach by MALDETOF
analysis {Bruker Daltonics) (Bremen. Germany), as well as
168 rDNA sequencing (27, 28],

Genomic DNA Extraction

Pure 1otal DNA was extracted from Bacillus pumifus
ICVB403 and staphylococet strains with the Wizard®
Genomic DNA Purification Kit using the supplier’s instruc.
nons (Promega, Madison, W1, USA). Total DNA wis quanti-
fied with a Nanodrop Lite (Biowave [L Biochrom WPA)
(Cambndge, UK) as recently reporsed [27],

Molecular Identification of Staphylococcus Strains
Isolated from Seawater

The 168 rDNA of Staphylococcus strns were amplified with
168 forwand S“AGAGTTTGATOMTGGCTCAG-3' and 168
reverse SSGGMTACCTTGTTACGAYTTC -3 primens [28],
and the following PCR program: 94 “C/5 min, 29 cycles at
4 °C/1 i, $5°CY1 min and 72 °C/1 e and finally 72 °CY
5 min, The resulting PCR products were purified using a
Qiagen PCR purification kit (Hildden, Germuny), and thea
seguenced 2t Eurofins (Hamburg, Germany ). The soguences
were blasted using BLASTn software of the National Center
for Biotechoology Information (NCBI).

Antibiotics Sensitivity of Staphylococcus Strains
from Seawater

The MIC of antibiotics tested on the Saphviococeny strains
uscd as target strains were cvaluatod according to the standand
dilution method on the Mueller Hinton (MH) agar modium
according to EUCAST recommendations [29], A series of
dilutions was prepared (o obtam a decreasing concentration
ranging from 64 mg/L to 0.03 mg L for cach antibiotic (amon-
icillin, imipencm, gentamicm, amikacin, crythromycm,
azithromycin, gamithromyem, cprofloxacin. kevofloxacin,
moxifloxacin, vancomycin, tetracychine. chloramphenicol.
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and rifumpin) (Blo-Méncux, France), Notably, erydwomycin
used for assessment of AMPs-antibiotic synergism, was pus-
chased from Sigma-Aldrich (Darmstadt. Germany). The
resulting melted MH agar was pourcd into Pemni plates. The
dashes were inoculuted by the steer device with the bacterial
suspennion of cach stram grown overnight in the MH beoth.
The inoculated plates were incubuated for 24 b at 37 °CMIC by
defined ax the lowest concentration of un antibiotic inkibiting
the visible growth of a microorganism after a night of
mcubation.

Bacillus pumilus ICVB403 Growth Conditions
and Production of Inhibitory Compoundl(s)

B pumilux ICYBA03 was grown in 500 mL flasks containing
Lura Bertans (LB) broth from Sigma Aldnch (Darmstadt,
Germany), nutrient broth from Sigma Aldnch (Darmstadt,
Germany), or in Landy medium prepared before use, by
mixing 50 mL of cach of the followinyg components purchased
from Sigma Aldrich Company (Darmstadt, Geemany x soly-
tion A (yeast extract 20 g/l MgSO, 10 gLy, solution B
(KGHPO, 20 g/L; KC1 20 g1), glucose (400 gLy, MOPS
1420 /L), glutamic acyd (100 g/'L), and solution C (CuSO,
32 mg/L: MnSO; 25 mg'L: FeSO; 8 mg/L). The resulting
mixtre was adjusted 10 pH 7 by addition of potassism hy-
droxy! (3 mM KOH) and completed 10 o final volume of | L
with sterile distillod water. Incubation wis performed at 30 °C
with agitation (160 rpen) for 48-72 b until to reach the station-
ary phase, The cell-free culture superniastants (CFCS) obtained
by centrifugation (10.000g, 15 min, 4 °C) were filiered using
022 pm filter (Millex GV; Millipore Corp) (Belford, MA,
USA) before any use.

Assessment of Antimicrobial Activity Based
on the Agar Diffusion Test

The CFCS used for assessing the antibactenal activity was
obtained from fresh cultures of 8 pumily ICVB403. Wells
were made in solid bran heart infusion (BHI) agar plates
(095 wiv), then they were pre-inoculated with 150 ul of
staphylococet turget strain and filled with 50 ul of 8. pumiluy
ICVBA03 CFCS. Agar plastes were left it room temperature, bn
sterile conditions, for | h before incubation for 24-48 h at
37 *C. Each assay was performed in triplicate. Antibacterial
activity was cvaluated as means of the dinmeters of mhubition
zoncs around the well contuning the CFCS,

Checkerboard Assay

Combined effect of the erythromycin and the active CFCS,
whach was obtuined after growth of 8. pumilux 1CVB403 in
Landy medium for 48-72 h. was determined with use of
checkerboard assay methodology. The concentrations of

erythromyein renged from | to 256 pgml, whereas the active
CFCS was tested upon dilutions in BHI broth. The dilutions of
CFCS were ranking from 12 to 1'16 mtio. Unfermented
Landy medium (without growth of 8 pumilus 1CVB403)
wits used as negative control and therefore combined 10 eryth-

romycin in the same proportions as the active CFCS. Nincty-
six wells plates were inoculuted with target striing (MRSA
ATCOC 43300, MRSA SA-L, S epldermidiv 11EMB, and §

hominis 13EMB) ut 10" CFU/mL. in a final volume of 200 ul.
per well. zad incubated for overmight periad at 37 °C. The
MIC was consadered as the lowest erythromycin concentration
inhibsting the vasible growth of the target strain after incuba-
tion at 37 °C for 24 h, mixed or not with the different dilutions
of CFCS.

Cytotoxicity of Active Culture-Free Cell Supernatant
from Badillus pumilus ICVB403

The cysotoxicity assay was performed using HT-29 cells pur-
chused from Sigma Aldnich (Darmstadt, Germuany ) cultivated
on 96-well tissue culture plates for 48-72 h, at 37 °C. m
atmosphere containing $% CO,, until the formation of a con-
tinuous confluent cell culture on the bottom of each well, The
active CFFS obtained after growth in Landy medium was
fested at different dilutions 144 10 I/8 ratio in DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle's Medmm) medium without an-
Tibkotics and serum it were added %o the corresponding HT-
29 cells in the wells, Control DMEM medium containing di-
luted 14 unfermented Landy modium wiss also testod. Then
the plate containing HT-29 cells and samples was incubated
for 24 b a1 37 °C. in amosphere containing 5% 0., CCK-8
assay (Dojindo Molecular Technologies (Dojindo, Japan)
based on the reduction of tetrzzolium salt by active mitochon-
dria was used 10 assess coll viability of the treated HT-29 cells.
One hundred fifty microliters of DMEM containing 7.5 ul. of
COK-X reagent wore added in cach well and cells were incu-
bated for 2 k. Plates were then read a1 4350 mim in a microplste
reader spectrophotometer Xenius, Safas (Monaco). Resuls
were expressed in % of basal growth observed with non-
treated colis.

Bacillus pumilus ICVB403 Genome Sequencing and In
silico Analysis

The whole genome druft sequence of 8. pumiilus ICVB403
was snafyzed using RAST, an online based tool, to prodact
open reading frames (ORFs) and annotate the genes (hipe
rastampdeong) [30]. The obtamed data were anulyzed using
SEED database [51),

AntiSMASH (httpy://antismash secondarymetabolites.
org/#!'start) online software analysis was performed to
unveil the presence of putative genes encoding NRPS (non-
ribosomal peptides synthesis) and bacteriocins [32].
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PCR Amplification and Sequencing of Putative Gene
Coding for Bacteriocin

The putative bactenocin gene identificd by in silico from the
whole genome analyses of 8. pumifux ICVBA03 was amplificd
by PCR method usiog specific primers forward 5-TTAC
CAAGCAATAACGGC-3' and reverse S-TGAC
AGAAACAAGAAACGAA-Y and the following PCR pro-
gram: 94 °C/3 min, 35 cyckes at 94 °C/1 mm, 53 *C/30 s und
72 2C/45 s. and finally 72 *C/10 min.

The resulting PCR products were purified using » Quagen
PCR purificution kit {Hikkden, Germany ), snd then sequenced
at Eurofins (Hamburg, Germany ). The sequences were blasted
using BLASTH software of the National Center for
Biotechnology Information (NCBI),

Results
Staphylococcus Strains from Seawater Are Diverse

Suapelococeuy stratas solated from seawater were dentified
using MALDI-TOF-MS analysts, Results showed that SEMB
and 27EMB isolates correspond to S, warmer, while 1HEMB,
13 EMB, and 25EMB correspond 10 S. epidermidis, S,
hominiy, and S. condmmenti, respectively, Remarkably, high
Log (confidence score) = 2.1 W 2,35 were observad for all
strains (Supplementary material 1), The identification of
Staphvlococens strains was confinmed by sequencing theis
165 rDNA. Results showed scores comprised between 1982
and 2617, e-values of 0 and identification scores of 1004
(Supplementary material 2),

of Staphylococcus Strains Isolated
from Seawater to Antibiotics Is Strain-Dependent

Inteepretation of antibiotics sensitivity was performed accord-
ing to the EUCAST recommendations [29]. Thas. all
Suaphvlocaccus strains isolated from scawater showed resis-
unce 10 amoxicillin and imipencm and sensitivity 1o gentami-
cm, amikacin, ciprofioxacin, moxifloxacin, levofloxacis, wnd
chlommphenicol. Netably, 5. epvdermidis 11EMB strun and
S hominix 1IEMB were resistant to erythromycn and other
annbsotics such as tewmcychne (Table 1), these two strains
were then used for the chedkerboard assay (Table 11

Assessment of Antagonistic Activity of Bacillus
pumilus ICVB403 Cell-Free Culture Supernatant

The cell-free culture supernatant (CFCS) of B pumilng
ICVB403 when grown in LB and nutnent broth medsa were
devoid of antagonism. By contrast, the CFCS obtained after
48 hoand 72 h of culure m Landy medium showed prominent

& springer

inhibition of staphylococcal strains except for 8 waurmers
SEMB which sppeared insensative {Table 2).

Erythromycin and Inhibitory Compoundis)
Combinations Are Effective on Staphylococcus Strains

The MIC of erythromycin in combination with CFCS from
unfermented Landy medium was evaluated to 32 pg/ml for
MRSA ATCC43300 und MRSA-S1. By contrast. the MIC
value was reduced to & pg/mL for both target strains when
crythromycan was combined with active CFCS diluted four
folds (Tabic 3). Similarly, combimations of erythromycm with
CFCS duminished sensitivity of S epiddermicis 11EMB and S
Treaminis 1 3EMB struins. MIC of erythromycin wis reduced to
4 pg'mlb when the antibiotic was tessed in combination with
CFCS from & pumilus ICVBA03 diluted fourfold instead of
32 and 64 ug'ml respectively when the antibiotic was tested
mixed with the negative control. (Table 2.

In silico Identification of Putative Genes Coding
for Inhibitory Compound(s)

The size of the genome of 8. prwiley ICVB403 was of
3,666,195 bp, including 22 contigs with 3 42.0% G + C rato,
IK26 codng sequences, and 73 RNAs. Analysis of B. pusmifa
ICVBA0Y genome with AntiSMASH online software un-
veiled the presence of two putative genes coding for non-
ribosomal peptides synthesis (NRPS), and for o bacteriocin
The analysis of NRPS genes revealed specifically sequence
with seven amino-acicls residucs including glutsmic acid (Gle
E) leucine (Lew'L), d-leucine (d-Lewd-L}, valine (ValiV),
asparagine (Asp/N), d-leucine(d-LeuL), and isoleucine (ile’
1), with initisting and terminator modales, To strengthen this
analysis, further softwire and database as NupDos (hitpe
napdosvend.odu/) and Norine (atpc/bioiafo. |11 fr'norine’)
concluded 1w synthesis of surfactn A, which s a well-
known lipopeptide. Additional experinsents performed by
mass spectrometry on the sctive CFCS obtained from the
Landy medium upon growth of 8. pumilus ICVB403
underpimncd the presence of throe lipopeptides of 1074, 108K,
and 1102 Da belonging 1o surfactin famaly (Data not shown)
Furthermore, analysls with AntiSMASH soltware indicas
ed as well the presence of putative gene coding for a bacten-
ocm from carculann- A/uberolysm famaly. This circular bacte-
rocn gene was also present in a stun of 8. pumilus winch
genome sequence was deposited under the 1D
WP_099726571.1 number at the NCBI GenBank database
(Inttps: Dlast mebi.nlm nih,gov/Blast cgt). These bactenocins
differ only m one amimo-ped resdoe. Indeed, the alanine A
was changed 1o Lysine/K at the position 95 (Supplementary
material 3). Bocillus struin, which genome sequence was de-
posited under the 1D WP_034661204. 1 at the NCBI GenBank
database. contains & gene coding for a circular bacteriocin
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Table 2 Antagonism of cell free
culture supernatant from Seciffur  TWrget string Code Nutrient brods  Lusia broth (Lhi Landy medum  Landy modisn
pemilion ICVBA03 towasds supemazant ap ap
efferent Sapiriococcees st 48 48 h) 145 b (M

S warnert 5 EMB - ~

8 apledermidis 1 EMD aee e

5 hoiniy 1 EMB ‘e e

8 cowndlmenst 2 EMB vee .

8 warnert ITEMB - - e e

5. aureny Sal - - - -

§ mens SARM - ATCC 43300 e EERE)

S aurvuy ATCC 29923 - e .

Dinmsster of inbubyeson o mmn O (kA1 00 13 ek 50 (00 ) 04 (40a i 2T (00es)

from circulanin- A/uberoldysin family, with 1009 sequence ho-
mology with the gene identified in B. pumilix ICVBAO3 ge-
nome duning this study, Notably, the soquence of B pumilus
ICVBA03 bacteriocin gene was confinned by PCR upon de-
sign of specific primen.

The Active Fraction of Bacillus pumilus ICVB403 Is
Devoid of Adverse Effects

The active CFCS from 8. pessilus ICVB403 diluted four folds
was able to potentiate the activity of erythromycin against the
aforementioned Staphvlococcus strains. This active fraction
wis assessied for [t cysotoxscity on the human HT-29 adeno-
carcinoma cells, Afler 4 b of contact, the survival percentage
of the cells exposed 1o the CFCS was estimuted 1005, com-
pamatively to the untreated control (Fig, 1). Morcover, this
fraction dad not exhibat any hemolytic activity on blood agar
plates (data not shown),

Discussion
Taxonomucally, B prmifur belongs 1o the 8. subtilis group

|33). which contams the $ following species: 8. pramilus, 8.
safensis, B, stratospherions, B. altitudinis, and B. aeropihilus.,

All these species are sharing similarity over 99.5% in
their 16 rDNA sequences [34]. Besides terrestrial envi-
ronments, B. pumils are frequently isolated from marine
environments [35, 36], An ecarlier report unveiled the
ahility of B, pumilus straing 10 produce substunces with
antibacterial activity, including the first antibiotic
pumilin [3T] The ubility of the marine Ixolate 8.
pumiluy SBUG 1800 was recently reported to produce
2.5-dikectopiperazines (DKPs), 2 number of different
pumilacadins and bacteriolytic enzymes |38]. Another
marine bacterium designated 8 pumilus KMM 1364
produces a mixture of Lipopeptide surfuctin analogs
[39). In serma of bucteriocins, & pumiluy WAPBA pro-
duces pumilicin 4, which s bactenicidal 10 both MRSA
and vancomycm-resistant enterococcs {40]. Recent study
from Ismail et al. [41] rcported the inhibitory propertics
of B. pumilus P8 against a large number of target strains
including staphylococei, and the anti-Staphylococcus ac-
tivity was ascribed to secreted compounds which
displuyed sermitivity 10 heat but not 1o proteases trost-
ments. Besides production of antimicrobial compounds,
interests for bacilli arc increasing as potential probiotics
tor aquaculture. The accumulation of scientific data ad-
vocated the probiotic claims of 8. subtilis, 8
licheniformis, and B. pumiius solates [9. 42, 43).

Table 3 Cambinateon of

erytheumycin with 1CVBA03 et Taryet straine Cidde Erytheoenycin Erytheomycin MIC (jag/md )
fee culture superoatsnt (CFCS) MIC (p/mi) o 8 pumiher KCVBIOD
Landy supomatant
S opidermidis 11 EMB 2 3
S haminiy 13 EMR 64 s
5§ vy SAL Q A
8 awrewy SARM ATCC 43300 LM X
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Fig. 1 Zidour et ul. 201K vasbeliey of HT-20-MTX afler 4 & of comsact with
the cell-fiee culture supemetans m Landy madinm dilued foar esghefold and
souoen Rolds i DMEM and control DMEM modivm costaming 's of
i § Landy medssn The onc way ANOVA anslyss showed that
there » no stitistical difference between grougs (p = 0.463)

Many 8. pumilus strawns were described for therr bene-
ficial claims and possible use In aquuculture 1o control
bacterial discases and diminish antibiotic use [43, 44].

The data from this study sheds light on the potential of
marine 8. pumifux ICVB403 to produce on Landy medium
[45] safe and potent extraccllular inhibitory compounds
characterized as lipopeptides and bacteriocin. The
lipopeptides presumably produced by this strain were
characterized by mass spectrometry analysis, while the
bacteriocin production was evidenced by different tests
mcluding seasitivity to protemnase K, lipasc, stability at
different pHs. und temperature runges.

The in silico genome analysis of B. pumilus ICVB403
guided identification of two putative genes coding for
surfactin A, o lipopeptide containing seven amino-acids,
and a bacteriogin belonging 1o circularin A/uberolysin bac-
teniocin family, respectively. The open reading frame cod-
ing for bacteriocin is almost similar (o that from B. pumilus
$1_5%i strain and referenced WP_099726571.1 in the
GenBank. The analysis of the amino neid sequences re-
venlod one amine acid different between these two bacte-
rocing, consisting in the replacement of lysine’K, by
alanine/A al the position 95, The 8. pumilux ICVBA0I
genome analysis revealed a gene encoding surfactin
lipopeptide. Nevertheless, the mass spectrometry analysis
data obtained from CFCS were different from that expect-
od for surfictin, Indeed. three lipopeptides with different
masses were obtained from CFCS analysis. They certainly
correspond 1o surfactin isoforms, which production is
largely described [46-45). These isoforms undergo amino

acid substitution under environmental constraints, as me-
divm amino acids composition [47]

Surfactin family is onc of the main studied lipopepsides
wroup (491 Serfactin is well known for its surfactant and an-
tifungal activities [50]. Surfactin and its unalogucs were e
cently described ax potent antimicrobal agents with amago-
nivm against S ourens, Escherichia coll, and Candida
albicans strains (51, 52].

The bactenocin belongs to & parncular family of circulsr
bactenocms. which include circulanin A‘uberolysin peptides.
Circularn A 15 a circular antimacrobual peptide of 69 amino
acids produced by Clostridinm beijerinchii ATCC25752 [53),
whercas uberolysin ix a cyclic bacteriocin produced of
T048 D produced by Steprococcus uberts [54], This last
family mnclodes as well the well-known enteroom AS-4K pro-
duced by Emterococeus faccaliv AS48 [55], und cornocycln
A produced by Carnobacterium malaromaticum [56). The
mature forms of these cyclic bactenocins are circularized pep-
tides of about 70 amino acids. The cyclic bactenocins
enterocin AS-48, carnocyclin A, and uberolysin displayed an-
Taggomism mainly active against Gram-positive bucteris such as
Listeria monocytogenes and S, awress [$4, 56, §7),

Here we addressed the anti-staphy lococeal propertics of 8
pruemiaes ICVB403, & strain from manne ongin recently isolat-
od in our laborstory [27]. Besides darect in vitro ¢ffects on
Staplytococcus strains, the CFCS from 8 puniilux ICVB403
grown on Landy medium was able 1o potentinte the ¢rythro.
mycin sctivity. Swphyiococcuy is a substantial contarminant of
gllthead population, and some of the stritins isolated were
multi-resistant for antibiotics such as erythromycin [$8},

In the Tight of the data obtuned, future invessigations will
be focusing on the mechanism of action and molecular char-
acterization of these antimicrobial peptides, mainly hactero-
cin m order to decrypt its activity against Staphidococcns
straing, Then, the effoctivencss of these molecules will be
considered for long-tenn project.

Conclusion

In conclusson, this study shed light oo the inhibitory activity of
B, pumitur ICVBA03 towards several Staphviococcus strams,
Genome scanning underpinned the presence of two ORFs
coding for sufactin A und a circular bactenocin beloaging to
circularn A‘sberolysin family. Powential uses of AMPs are
among other alternatives currently considered to face antibs-
otic spread and tackle bacterial resistance around the world
[59). Punficatson and chamctenizanion of this bactenocn will
be our next goal,
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27  Abstract

28 Inthis study, we evaluated the acute toxicities of metals cadmium (Cd), copper (Cu) and nickel
29  (Ni) to a widely-distributed copepod Eurytemora affinis isolated from the Seine estuary
30 (France). Both sexes of adult E. affinis were exposed separately to the three metals at
31  concentration gradients to determine 50% lethal concentration (LC50). After 96 hours of
32 exposure, both males and females had higher toxic sensitivity to Cu (male LC50: 25.0 pg.L™
33 and female LC50: 38.0 pg.L™) than to Ni (male LC50: 90.0 pg.L™ and female 161.0 pg.L™)
34 and Cd (male LC50: 127.8 pg.L™ and female LC50: 90.04 ug.L™). To assess the first time, the
35 effect of metal bioaccumulation at population scale, late copepodite and adult copepods (>200
36  um) were collected and exposed to each metal at the concentration of 1/3 LC50, and to their
37  mixture during 144h without feeding. The Cd concentration consistently increased along time
38 till the end of experiment, while the Ni and Cu concentrations reached a plateau after 24h and
39  72h exposure, respectively. The results revealed that the copepods could accumulate higher
40  quantity of Cu than Ni and Cd either in the treatment alone (0.58 L.g™.d"*) or in the three-metal
41 mixture (0.72 L.g™".d™) after 50% of exposure time (72h). The number of individuals decreased
42 in the copepod populations except the Cd treatment, where the number of nauplii increased. In
43  addition, all treatments of metal exposure negatively affected bacterial load in the copepod
44  cultures, where the Cu treatment showed a remarkable effect compared with Cd and Ni
45  treatment did.

46

47

48

49

50 Keywords: Bioaccumulation, Copepods, Eurytemora affinis, LC50, Trace metals, Toxicity.
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52 1. Introduction

53  Aguatic environments are often contaminated by various metallic elements released by
54  industries, agriculture and urban communities (Thévenot et al., 2009). Copper (Cu), cadmium
55  (Cd) and nickel (Ni) are common contaminations in waters (Rollin and Quiot, 2006; Amiard-
56  Triquet et al. 2008). Some metals, such as Cu and Ni are essential functional elements for
57 organisms, because of their participations in many metabolic pathways at low concentrations
58  (Simkiss and Taylor, 1995). However, these metals become toxic when they exceed a threshold
59  concentration. On the other hand, Cd has no established metabolic role and does not appear to
60  be biologically essential or beneficial for living organisms (Berasategui et al., 2018; Florence et
61 al., 1994; Jaishankar et al., 2014), although it is reported to be a substitution of zinc (Zn) in Zn-
62  deficient enzymatic systems of plankton (Price and Morel 1990; Lane and Morel 2000). This
63  non-essential metal is actually considered one of the most toxic metals for aquatic organisms
64  (Howard and Hacker, 1990).

65 In additional to the acute adversities caused by excessive metal concentration in water or
66  sediment, these pollutants are also endowed with a high potential of bioaccumulation
67 (Mohammed et al., 2011; Pavlaki et al., 2017). The bioaccumulation of trace metals in
68 organisms is a useful natural process that keeps metals at required levels for physiological
69  functions. Nevertheless, the bioaccumulation can reach critical levels when organisms are
70  excessively exposed to both essential and non-essential metals, which can cause adversities in
71  growth, reproduction and survival (Verschoor et al., 2012). For years, copepods have been used
72  as ideal experimental models in ecotoxicological studies because of their ecological role, short
73 life cycle, and high fecundity (Jiang et al., 2007, Raisuddin et al., 2007). They can be an
74  important factor in the processes of bioaccumulation and biomagnification of toxic pollutants in

75  the aquatic food web (Fisher et al., 2000; Watras et al., 1998). Most of the attention was
iii
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76  specifically paid for assessing the metal toxicity of adult copepods; moreover, a recent study
77  has reported the sex-specific metal toxicity of two copepod species (Kadiene et al., 2017).
78 However, the metal toxicity of other life stages is poorly studied, although the metal
79  contaminations could affect differently the zooplankton at various developmental stages in
80 natural environments (Jiang et al., 2007).

81  The calanoid copepod Eurytemora affinis (Poppe 1880) is characterized by a wide geographical
82  distribution in the temperate estuaries from Europe to North America (David et al., 2005;
83  Quintin 2014; Winkler et al., 2011). In particular, this species is dominant in the Seine estuary
84  (France), where a variety of metallic pollutions exists (Dauvin, 2008). Therefore, here we
85 evaluated the acute toxicity of Cd, Cu and Ni to both sexes of E. affinis through a dose-
86  dependent study. In addition, the bioaccumulations of Cd, Cu and Ni and their effects on
87  aerobic flora of the E. affinis population were reported for the first time. To simulate a copepod
88  population similar to the wild, various developmental stages were exposed to sublethal
89  concentrations of the three metals alone and to their mixture. Our study aimed to investigate the
90 toxicokinetics of the three metals when E. affinis encountered such pollutants alone or their
91 mixture, and to implicate the potential role of this copepod species as a promising bioindicator.
92

93 2. Material and Methods

94  2.1. Copepod culture

95  The copepod E. affinis was isolated from the Seine estuary in September 2014, then the mono-
96  species culture was established at the Wimereux Marine Station and maintained at laboratory
97  conditions as recently described by Souissi et al. (2016). Natural seawater was pumped from
98 the English Channel near the Wimereux Marine Station (France), then 1um-filtered and diluted
99  with distilled water to salinity 15 for copepod culture. The culture was gradually increased until

100 a final production volume of 300L in a customized acrylic tank, that was maintained in a
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101  climate-controlled room programmed at 18 = 2 °C and a photoperiod of 12h: 12h light: dark
102  cycle (2500 lux). The microalga Rhodomonas sp. was provided as food according to Arias’s
103  method (Arias et al., 2016).

104

105  2.2. Chemical solutions

106  The stock solutions of Cu, Ni, and Cd were obtained from LASIR Laboratory, University of
107  Lille (France), where the metal salts of CuCl,, NiSO4(6H,0) and CdCl, (99.9% purity, Merck,
108 Darmstadt, Germany) were dissolved in ultrapure water as stock solutions. Then the
109 appropriate volumes of stock solutions were introduced to contaminate the copepod culture
110  water (salinity 15) at designed concentrations.

111

112 2.3. Acute toxicity tests

113  The acute toxicity tests were performed according to the protocol described by Tlili et al.
114  (2016) and Kadiene et al. (2017). Eighty milliliter of contaminated culture water (salinity 15) at
115  different concentrations (Cd: 0, 40, 80, 150, 220 and 360 pg.L™; Ni: 0, 50, 150, 250, 350 and
116 500 pg.L™; Cu: 0, 15, 20, 40, 220 and 400 pg.L™) were prepared in 140-mL beakers. Three
117  groups of male and female E. affinis (n = 25) were sorted under a stereomicroscope (SZX9;
118  Olympus, Tokyo, Japan) as replicates for each treatment. The characteristics of the culture
119  water were measured (dissolved oxygen: 8 + 1 mg.L™; temperature: 18 + 2°C; pH 8.4 + 0.2 and
120 salinity: 15), and the beakers were kept in an incubator (MLR 351, Panasonic, Tokyo, Japan)
121  programmed at 18°C with a photoperiod of 12h: 12h light: dark cycle for 96h. The mortalities
122 were documented under the stereomicroscope at time interval, and 50% lethal concentrations
123 (LC50) were calculated using the Probit analysis method described by Tlili et al. (2016).

124

125  2.4. Bioaccumulation tests
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126 Accumulation kinetics was monitored during a 144h exposure of copepods to the sublethal
127  concentrations of Cd, Ni and Cu alone or to the three-metal mixture without food supply. The
128  exposure doses were ca. 1/3 of 96h-LC50 for metal treatment alone (Cd: 32 ug.L™, Cu: 7 pg.L™
129  and Ni: 32 ug.L™) and three-metal mixture. Groups of ca. 1500 copepods at late developmental
130  stages (>200 um) were collected from the stock culture and transferred in five 10 L beakers
131  containing 8L culture water (salinity 15) with moderate aeration. Then four beakers were
132 contaminated with different metal treatments at the designed concentrations, and one beaker
133 was set as control. The beakers were maintained in the climate-controlled room (18 + 2° C).
134  Samples of 500 mL culture were collected after homogeneous mixings of the populations after
135  different exposure times (Oh, 4h, 24h, 48h, 72h, 96h, and 144h), and filtered through cellulose
136  nitrate filters of 0.22 um porosity (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Germany). The
137  copepods retained on filters were dried at 60°C for 72h and weighed for further trace metals
138  analysis. Meanwhile, fifty milliliter of the filtrate (culture water) was collected and preserved
139  immediately with 30 pL of nitric acid (HNOs, 1gL™) for the further analysis of residual metal
140  concentrations (dissolved fraction). The individual numbers of the populations were
141  volumetrically estimated before metal contamination and after 72h of exposure.

142  The accumulation indices, representing the accumulation constants by the dissolved route (K,),
143  were calculated from the accumulation kinetics carried out according to the model described by

144  Tlili et al. (2016):

s C =KC,t

146 Ci” is the concentration of metals in the tissues (ug.g™* dw);

K

147 U js the absorption rate constant (Lg™.d™);

C

148 " is the concentration of metal in water (ug.L™);

149  tis the exposure time (days).

Vi
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150

151  2.5. Trace metals analysis

152  Trace metal analysis was performed as described by Ouddane et al. (1990) with minor
153  modifications. Briefly, the dried filters containing the copepods are digested for 24h at 100°C
154 using 1 mL of nitric acid (Merck suprapur, 65%) and 3 mL of hydrochloric acid (Merck
155  suprapur, 33%) in Teflon tubes. The solutions were then filtered through cellulose nitrate
156 filters, diluted to a final volume of 10 mL with ultrapure water and stored at 4°C until analysis.
157  To assess the residual metal concentrations in the culture water, the preserved filtrates (50 mL
158  culture water added 30 uL HNO3) were directly analyzed without a prior treatment. Elemental
159  concentrations were measured in triplicate against multi element standards using an inductively
160 coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-AES; Vista Pro, axial view, Varian,
161  Australia). The data quality was assessed using the certified reference materials.

162

163  2.6. Microbial analysis

164 In order to evaluate the effects of the metal treatments on microbial flora of the copepod
165  cultures, 100 mL of copepod cultures were collected at different times (4h, 48h, 96h and 144h)
166  and analyzed following the procedure described in Zidour et al. (2017). The samples containing
167 the copepods and culture water of every treatment (control, Cd, Cu, Ni and mixture) were
168  homogenized for 3 min using an Ultra-turrax lka-T25D (Imlab, Lille, France) and a dilution
169  series of 107 to 108 b was pre-prepared in SSB medium (1 g of tryptone, 8.5 g of sodium
170  chloride dissolved in 1 L of distilled water). Inoculum of each dilution was plated on nutrient
171  agar and colony counting was done after 48h incubation at 25°C.

172

173 2.7. Statistical analysis

vii
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174  All results were expressed as means * standard deviation (SD) from triplicate. The data were
175 compared by one way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test, using the R Commander
176  statistics program (Rx64.3.43). The differences were considered significant at p < 0.05. The
177  kinetics of bioaccumulation of each heavy metal was directly fitted to the appropriate model by
178  using Curve Fitting toolbox of Matlab Software (Mathworks Inc., vers 7.2).

179

180 3. Results

181  3.1. Acute toxicities of trace metals

182  The LC50 values of Cd, Cu and Ni for both sexes of E. affinis are illustrated in Table 1. The
183  result shows that the sensitivity in males and females of E. affinis increased along exposure

184  time, and it varied in the two sexes among treatments. After 96h exposure, the males showed
185  the highest sensitivity to Cu (LC50: 25.0 ug.L") followed by Ni (LC50: 90.0 pg.L ™) and Cd
186  (LC50: 127.8 ug.L'l) while females were more sensitive to Cu (LC50: 38.0 ug.L'l), followed

187 by Cd (LC50: 90.0 pg.L™) and Ni (LC50: 161.0 pg.L ™). Notably, the females are about 1.5

188  times more sensitive to Cd than males while males are about 1.8 times more sensitive to Ni

189  than females.

190

191  3.2. Bioaccumulation Kinetics

192  3.2.1. Copepod bioaccumulation

193  The kinetic curves of metals accumulation in copepods during the exposure period of 144h are

194  presented in Figure 1. In the case of Cd (Figure 1A), a quasi-linear accumulation trend was

195 observed in both treatments (Cd alone and three-metal mixture), where the Cd concentrations in

196  copepods were 15.0 pg. g dry weight (dw) and 9.45 pg. g dw at the end of exposure,

197  respectively. The accumulation induce of Cd in the treatment alone (0.0831 L.g™.d™") was also

198  greater than in the three-metal mixture (0.0670 L.g™.d™). The Cu accumulation (Figure 1B)
viii

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Mahammed Zidour, Université de Lille, 2018

Annexes

199  gradually increased over time for both Cu treatments alone and three-metal mixture. However,
200 it reached a plateau after 72h of exposure. The Cu accumulation rate was greater in the three-
201  metal mixture than in the Cu treatment alone with accumulation indices of 0.7178 L.g™*.d™ and
202 0.5755 L.gt.d™, respectively (Table 2). The highest Cu concentrations in the copepods were
203 67.66 pg.g” dw in the Cu treatment alone and 50.19 ug.g™ dw in the three-metal mixture, at the
204  end of the experiment, a slight decrease is observed.

205  Regarding the kinetics of Ni accumulation, treatments showed different accumulation patterns
206  with significance (p <0.01). In the case of Ni treatment alone, Ni concentration increased
207  rapidly in the copepods after 24h exposure (22.83 pg.g™” dw) than it kept slightly increasing
208  over the exposure time until reaching their maximum. On the other hand, Ni concentration
209 (insert data here) reached a plateau after 24h of exposure in the three-metal mixture (Figure
210  1C). The difference in Ni accumulation rates (Ni treatment alone: 0.0845 L.g™*.d™"; three-metal
211 mixture: 0.0182 L.gt.d™) is correlated with the difference in the accumulation indices (Table
212 2). The bioaccumulation capacity was calculated as the ratio of the metal concentration of the
213 copepods reached in each treatment at 144h to the concentration in the control. In both metal
214  treatments alone or three-metal mixture, E. affinis showed significant bioaccumulation
215  capacities of Cd (30 and 18.9, respectively) than Cu (4.8 and 6.5) and Ni (3.3 and 1.7).

216

217  3.2.2. Residual metal concentrations

218  The concentrations of residual metal in the culture water of four treatments were measured. In
219  all treatments, the residual concentrations tend to decrease over exposure time (Figure 2). The
220  percentage of decreases in concentrations are 22.07%, 31.96% and 43.71% for Cd, Cu and Ni
221  treatments alone, respectively. On the other hand, the lower percentages of decrease of Cd
222 (12.22%), Cu (32.84%) and Ni (25.40%) were all found in the treatment of three-metal

223  mixture.
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224

225  3.2.3. Developmental stage responses to trace metals

226  The copepod populations were affected differently by various treatments (the metal alone and
227  their mixture) after 50% of the exposure time (72 h). The number of nauplii in the Cu treatment
228 alone was significantly lower than the control (p < 0.001) with a difference of 47%. Notably,
229  the number of nauplii in Cd treatment alone was higher than the control. The numbers of
230  copepodites in metal treatments were significantly lower (p < 0.001) than the control, and the
231  Cu treatment alone showed the highest decreasing rate. As shown in Figure 3B, compared to
232 the control group, the pre-adult group showed clear significant differences of 58%, 64% and
233 66% for Ni, Cu and Cd, respectively. In addition, with the exception of Cd, where the number
234 of individuals is significantly lower than the control (p <0,001), the adult group such as the
235 nauplii and copepodites groups are less affected than pre-adults by the different treatments.
236 Interestingly we found that the mixture treatment did not show any additive effects, on the
237  contrary the stage structure was more or less the same as in a single trace metal treatment
238  (Figure 3).

239

240  3.2.4. Sex-specific responses to trace metals

241  As shown in Figure 4A and 4B, pre-adult females exposed to Ni and Cu during 50% of
242  exposure time were significantly lower compared to pre-adult males (two left histograms,
243  Figure 4A). The difference, compared to the control group (data not shown here), in number of
244 individuals were 74% and 79%, respectively while adult females exposed to Ni showed no
245  significant differences (p> 0.05). Comparative analysis of alone-metal- and mixture-treatment
246  showed that the decrease in the number of pre-adult individuals of both sexes was significantly
247  lower (p < 0.001) in the treatment of the mixture than in the alone metal treatments compared

248  to the control group.
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249  For adults of both sexes, different responses were observed. The number of adult females was
250 significantly lower in the treatment case with Cd and Cu alone (p <0.001). The number of
251 males showed a significant decrease (p <0.001) in the mixture treatment compared to
252  treatments with Cu and Ni alone (unlike Cd). For ovigerous females, after 72h of exposure to
253 alone Cd and Ni, the number of individuals decreased considerably compared to the control
254 while no effect was observed in the case of mixture treatment.

255

256  3.2.4. Total aerobic flora counting

257  Figure 5 shows that the metal treatments could negatively affect the temporal evolution of total
258 aerobic flora in the copepod cultures. The number of bacteria decreased obviously along
259  exposure time. These decreases are significantly different between the three metal treatments
260 alone, the three-metal mixture and also the control (p <0.01). However, we note that the
261  microbial load of the copepods exposed to Cd alone increased slightly at the beginning of the
262  experiment and reached to a value of 6.74 + 0.25 Log of bacteria number mL™ after 48h
263  exposure, then it decreased until the end of the experiment. In the Ni treatment alone, a
264  progressive decrease in bacterial burden was observed over time, and the final number of total
265  flora was 5.27 + 0.41 Log of bacteria number mL™. In contrast to the patterns observed in Cd
266  and Ni treatments, the number of bacteria in the Cu treatment dramatically decreased to 5.93 +
267  0.36 Log of bacteria number mL™ after 48h exposure. This bacterial density remained generally
268  stable until the end of experiment. Regardless of the exposure time, the three-metal mixture
269  seemed to have less effect than the other treatments. Bacterial burden gradually decreased to a
270  final value of 6.2 + 0.39 Log of bacteria number mL™.

271

272 4. Discussion

273  4.1. Lethal concentration
Xi
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274  Trace metals are ubiquitous in various natural environments and can be toxic for marine
275 organisms at high concentrations. Therefore, determination of the lethal concentration is an
276  essential step in all toxicokinetic studies. Our results revealed that the male and female E.
277  affinis had high tolerance to Cd and Ni after 96h of exposure. Compared with the studies
278  addressed on E. affinis (Table 2), the Cd 96h-LC50 determined in our study is relatively higher
279 than the previous observations. Although no study has reported the acute toxicity of Ni on E.
280 affinis, our results found in male (90.0 ug L) and female (161.0 ug L™) are relatively lower
281 than those reported on other copepod species (Barka et al., 2001; Tlili et al., 2016; Taylor,
282  1981). On the other hand, the low LC50 value suggests that the E. affinis had relatively lower
283  tolerance to Cu in both sexes. This high Cu toxicity for E. affinis revealed here does coincide
284  with the results of studies on various copepod species (Barka et al., 2001; Hutchinson et al.,
285  1994; Sullivan et al., 1983).

286

287  4.2. Bioaccumulation of metals alone

288  To reduce the effects of dietary microalgae on bioaccumulation, the copepods were exposed to
289  heavy metals without food. Our results showed that the survival rate of the copepod E. affinis
290 seemed to be less influenced by food deprivation. This observation is in agreement with other
291  studies, where the authors confirmed that copepods can tolerate starvation up to 15 days
292  (Finiguerra et al., 2013; Pavlaki et al., 2017). An upward trend in the accumulation of the three
293  metals tested with increasing exposure time. In parallel, the gradual decrease of the three metal
294  concentrations measured in water correlates with the increases of the accumulation in
295  copepods. Although E. affinis accumulated relatively lower quantity of Cd than Cu and Ni in
296  the present study, they showed almost a linearly increasing bioaccumulation of Cd over time
297  without saturation. The similar trend has been reported in some crustacean species, such as

298 calanoid copepods Acartia tonsa and Calanoides acutus (Kahle and Zauke, 2002; Pavlaki et al.,
xii
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299  2017) and Antarctic amphipod Chaetogammarus marinus and Paramoera walkeri (Clason et
300 al., 2004 and Clason et al. 2003). The unsaturated pattern of Cd accumulation in crustaceans
301 could due to their poor capacity to eliminate this non-essential metals, and it may eventually
302 lead to a high storage capacity Cd (Rainbow,1998; Ray,1984; Pavlaki et al., 2017).

303

304 On the other hand, E. affinis accumulated significantly high concentrations (as shown by their
305 high accumulation indices) of Cu and Ni than Cd. Similar profiles of Cu- and Ni-accumulation
306 were found in previous studies (Barka et al., 2010; Tlili et al., 2016). Although the fast
307 accumulations were documented at the initial time of exposure, the absorption of these metals
308 progressively reached a plateau. This decelerating bioaccumulation rate could be explained by
309 a saturation of the metal-binding sites at high accumulated concentrations. Indeed, copepods
310 can accumulate trace metals by performing complexation with different types of metal-binding
311 amino acids or proteins such as glutathione and metallothionein (MT) (Rainbow, 2007;
312 Roesijadi and Robinson 1994). These chelators have a strong affinity for metals because of
313  their richness in thiol groups. In combination with complexation phenomena, the sequestration
314  of metals in lysosomes or granules is a major route of storage and detoxification (Rainbow,
315  2007; Viarengo et al., 1987).

316

317  4.3. Bioaccumulation from metal mixture

318  To better understand the phenomenon of bioaccumulation and to stimulate the presence state of
319 trace metals in the natural environment, exposure experiments to the Cd, Cu and Ni mixture
320 were performed. Similar patterns of Cd, Cu and Ni accumulations were found when the
321 copepods were exposed to the three-metal mixture as in the treatments alone. However,
322  different quantities of accumulated metals in the copepods were clearly observed between the

323 treatments. In the mixture treatment, the Cd accumulation increased linearly over time at lower
Xiii
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324  concentration than the treatment alone, and it is corresponded to the declined Cd concentration
325 in water. The copepods accumulated Cu progressively in both treatments alone and three-metal
326  mixture. Notably, the higher Cu accumulation indices indicate that the Cu accumulation was
327  higher in the three-metal mixture. The concentration of Ni in copepod was remarkably lower
328 when they were exposed to the three-metal mixture than the Ni alone. Nevertheless, the trends
329  of bioaccumulation were similar in both treatments, that the Ni concentrations reached
330 saturations after 24h exposure time. In addition, a comparative analysis shows that the copepod
331 E. affinis tends to accumulate more Cu than Cd and Ni. This finding is different from the study
332 using Daphnia magna as model for investigating multi-metal interaction during
333  bioaccumulation process, where authors showed that the Cd has a higher affinity to
334  metallothionein followed by lead (Pb) and Cu (Wang et al., 2018).

335  Although the phenomenon of bioaccumulation is well studied for metals alone (Croteau and
336  Luoma, 2007; Jakob et al., 2017; Kahle and Zauke, 2002; Kahle and Zauke, 2003; Luoma and
337 Rainbow, 2005; Manimaran et al., 2012; Rainbow and Luoma, 2011; Tlili et al., 2016), the
338 literature concerning the bioaccumulation of metal mixtures remains limited. Indeed, the
339 changes of metal bioaccumulation capacities in the multi-metal environments have been
340 observed. Lopez et al. (2003) investigated the competitive effect of Cd and Zn on
341 metallothionein, and they found that the incorporation of a new ion in the metallothionein led to
342 the reorganization of previously incorporated metals. Similarly, a combination of
343  metallothionein with Cu appeared to change its structure, resulting in a greater affinity to Pb
344  (Wang et al., 2018). The differences of bioaccumulation levels between the treatments alone
345 and the mixture, as well as the order of bioaccumulation level (Cu>Cd>Ni) found in the metal
346  mixture could be expected as the consequences of competitive complexation between the three
347  metals and subsequent interactions between metals with detoxifying proteins.

348
Xiv
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349 4.4, Bioaccumulation effect of Cd, Cu and Ni on the population structure of E. affinis

350 Mortality is usually the first parameter to consider when assessing the impact of contaminants
351 in the environment. Trace metals are recognized by their toxic effects on environment and on
352  marine organisms (Berasategui et al., 2017; Florence et al., 1994; Luoma et al., 1995; Zyadah
353 and Abdel-Baky, 2000; Niebor and Templeton, 1994; Ghosal and Kaviraj, 2001; Ghosal and
354  Kaviraj, 2002). Contaminations may reduce nauplii recruitment in copepod population by
355 lowering their egg production and hatching success rate, or nauplii survival. This negative
356 effect may vary with concentration of contaminant and duration of exposure among copepod
357  species (Jiang et al., 2007; Kadiene et al., 2017; Mohammed et al., 2011). The results of our
358  experiments showed that after 50% of the exposure time to the three metals alone and their
359  mixture, the overall population of E. affinis is negatively affected. The number of individuals at
360 all developmental stages (nauplii, copepodite, pre-adult and adult) in Cu and Ni treatments
361 alone decreased significantly. The Cd showed the similar adverse effect on all stages of E.
362  affinis except the naupllii, where the number of individuals increased compared to the control.
363  We found that the number of individuals of both sexes of adults and pre-adults also decreased
364 after exposure to the three metals studied alone and in mixture. This decrease was due to
365  mortality that occured throughout the life cycle of E. affinis. Despite the limited number of
366  works in this theme, some field studies have reported this observation. For example, Korsman
367 etal. (2014) noted that exposures to Zn and Cu were largely responsible for the reduction of E.
368  affinis population in contaminated estuary. Similarly, Jiang et al., (2007) reported a decrease in
369 the number of copepod Acartia pacifica nauplii when they were exposed to Cd, Cu and Pb.

370 Indeed, we found the obvious toxic effects of the three metals on E. affinis with various
371  mortalities of 14.29% (Cd alone), 43.96% (Cu alone), 17.40% (Ni alone) and 22.34% (three-
372  metal mixture), respectively. The most toxic element for E. affinis among the three metals is

373  Cu, and it coincides with the findings on another calanoid copepod Acartia pacifica (Jiang et
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374 al., 2007). The study showed that Cu induced a high total mortality (46.6%) and a lower
375 mortality rate of 31.5% for only 3 days of exposure. Exposure of multiple metals could cause
376  different toxicity to organism. Meyer et al. (2015) suggested that the mixtures of Cu and Zn
377  could induce additive toxicity to the water flea Daphnia magna. However, the designed metal
378  mixture of Cd, Cu and Ni did not induce additive toxicity in term of mortality to E. affinis in
379  our study.

380

381 4.5. Cd-, Cu-, Ni-effect on total aerobic bacteria

382 In this study, we followed the responses of the total flora of E. affinis cultures exposed to the
383  various treatments for 144h. The bacterial load in all copepod cultures exposed were negatively
384  affected, where the Cu showed the strongest effect compared to Cd and Ni. Despite the low
385 number studies, some authors have reported that various forms of heavy metals in the
386 environment can cause significant changes in microbial communities and their activities
387 (Doelman et al. al., 1994; Guzzo et al., 1994; Starzecka and Bednarz, 1993; Hiroki, 1992;
388  Hiroki 1994). Although some metals are essential for microorganisms at a relatively low
389  concentration (e.g. Co, Cu, Zn, Ni) because they provide vital cofactors for metalloproteins and
390 enzymes (Eiland, 1981; Doelman et al., 1994), these heavy metals generally exert an inhibitory
391 action on microorganisms by blocking essential functional groups (Doelman et al., 1994; Li
392 and Tan, 1994; Wood and Wang, 1983), displacing essential metal ions or modifying active
393  conformations biological molecules.

394 In conclusion, the calanoid copepod E. affinis has different toxic sensitivities toward the trace
395 metals Cd, Cu and Ni, and they can accumulate these metals at different levels. The metal
396 contaminants had negative effects on the copepod cultures, where the total numbers of bacteria
397  were markedly reduced. Moreover, we confirmed that the mixture of metallic pollutants can

398 create complex interaction that eventually changes their bioaccumulation levels in the

XVi
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399 copepods. Here we report the first time the metal toxicities and bioaccumulations of E. affinis
400 at population scale. Our results provide implications of E. affinis as a biological model for
401 environmental risk assessment, and further raise the interests to investigate their detoxification
402  mechanisms at molecular level in the future.

403
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614

615

616

617

618 Table 1: Acute 50% lethal concentrations (LC50) of cadmium (Cd), copper (Cu) and nickel

619  (Ni) for the adult copepod E. affinis after 48h, 72h and 96h exposure.

LC50 (ug.L )

48h 72h 96h
Cd Cu Ni Cd Cu Ni Cd Cu Ni
Females 239.0 - - 121.0 224.0 - 90.0 39.0 161.0
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Males - 145.2 - 67.0 51 88.0 127.8  28.0 90.0

-2 Not determined (slow response)

Table 2. Accumulation indices of Cu, Ni and Cd alone and in mixture in E. affinis.

Trace metals Cu Ni Cd
Alone  Mixture Alone Mixture Alone Mixture
Accumulation indices (L.g~.d%)  0.58 0.72 0.09 0.02 0.08 0.07
r? 0.53 0.91 0.77 0.81 0.97 0.93
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655
656
657

658  Table 3: Comparison of the acute toxicity (96h- LC sp) of trace metals (Cd, Cu and Ni) for the

659  copepod E. affinis.

96h-LC50 (pg.L™)

Life stage Reference
Cd Cu Ni
Adult female 90.04 38 161 Present study
Adult male 127.75 25 90 Present study
Adult female 90.04 - - (Kadiene et al., 2017)
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Adult male 127.75 - (Kadiene et al., 2017)
Nauplii >120 30 (Sullivan et al., 1983a)
Nauplii 51.6 (5 ppt) - (Hall et al., 1995)
Nauplii 213 (15 ppt) - (Hall et al., 1995)
Nauplii 82.9 (25 ppt) - (Hall et al., 1995)
Not precised 147.7 - (Cripe and Cripe, 1990)
Not precised 60 - (Roberts et al., 1982)

660  -: Not determined

661

662

663

664

665

666

667

668

669

670

671

672

673

674  Figure captions

675

676  Figure 1. Accumulation of trace metals in copepod E. affinis after different exposure times (A:

677  cadmium, B: nickel, C: copper).

678
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679  Figure 2. Residual concentrations of the trace metals in water from accumulation experiments
680 in E. affinis copepods during different exposure times (A: cadmium, B: nickel, C: copper).

681

682  Figure 3. Effect of trace metals on E. affinis developmental stages after 50% of exposure time
683  (A) individuals number per liter (B) percentage decrease of individual number. Data are
684  presented as means £ SD (n=3), and the different letters (a-d) labeled above bars indicate
685  significant difference (p< 0.05) within each developmental stage.

686

687  Figure 4. Effect of trace metals on E. affinis sex-developmental stages after 50% of exposure
688 time (A) individuals numbers (B) percentage decrease of individual numbers. Data are
689  presented as means £ SD (n=3), and the different letters (a-d) labeled above bars indicate
690 significant difference (p< 0.05) within each sex-developmental stage.

691

692  Figure 5. Effect of trace metals on the total aerobic flora in copepods E. affinis exposed to trace
693  metals alone and in mixture during different exposure time.

694

695

696

697

698  Fig.1

699
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