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Introduction

Il y a cent millions de fois plus de bactéries dans les océans qu’il y a d’étoiles dans
I’univers connu ! En fait, la vie sur terre est apparue dans les océans, il y a environ 3,5
milliards d’années. Cette premicre trace de vie unicellulaire est constituée de simples cellules

d’organismes procaryotes : les bactéries (Boraiy, 2018).

Au fil des millions d’années, les organismes marins ont su développer des stratégies
adaptatives pour gérer un environnement changeant et parfois envahissant. S’étendant grace a
une interaction dynamique d’éléments antagonistes a des éléments coopératifs, les organismes
eucaryotes marins sont devenus les hotes d’une communauté vaste et complexe de
microorganismes jouant un réle important dans la nutrition, la réponse aux stimuli
environnementaux, la résistance aux maladies et 1’évolution, ainsi que la défense chimique

contre les prédateurs et les concurrents (Faddetta et al., 2020).

Le royaume microscopique existant au sein du systéeme digestif et reproducteur des
étres vivants recéle des énigmes captivantes affectant profondément leur bien-étre et leur
vitalité. Son importance cruciale est désormais reconnue quant au maintien de 1’équilibre
physiologique, a I’influence sur le comportement et méme a la prévention des maladies via la
synthese des métabolites secondaires ayant des activités anti-tumorales, anti- inflammatoires,
antibiotiques et antifongiques, particulierement intéressantes dans les campagnes de
découverte de médicaments (Danks et Smith, 2017 ; Faddetta et al., 2020).

L’étude des microbiotes des invertébrés marins, notamment les échinodermes, remonte
au XIX®™e sigcle (Laguerre, 2021). En effet, les études réalisées entreprennent 1’abondance
microbienne et la diversité du systéeme digestif d’especes distinctes, telles que
Echinocardium cordatum, Lytechinus variegatus et Paracentrotus lividus (Thorsen et al.,
2003 ; Meziti et al., 2007 ; Hakim et al., 2015 ; Hakim et al., 2016).

De nos jours, la diversité des microbiotes ainsi que la complexité des relations entre
ces invertébrés marins, leur microbiote et leur environnement a pu étre appréhendée grace a

I’avenement de nouvelles techniques telles que les empreintes moléculaires et le séquencage

(Chiarello, 2017).

A T’heure actuelle, cette espéce est définie comme un trés bon bioindicateur de la
pollution marine permettant a la fois de détecter le stresse biotique et abiotique ainsi que de
fournir une indication sur la santé de son environnement. Par conséquent, Paracentrotus
lividus a suscité son importance dans les programmes de biosurveillance des écosystemes
marins (Quetglas- Llabreés et al., 2020 ; Khaili et al., 2024).
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Introduction

En raison de sa valeur nutritive marquée, de son importance socio-économique, de sa
sensibilité aux changements environnementaux et de son potentiel pharmacologique (une
source de metabolites secondaires biologiquement actives ayants un effet antibactérien,
antifongique, anti-oxydant, anti inflammatoire etc.), P. lividus a suscité une preoccupation
mondiale faisant I’objet de diverses études (Pozharitskaya et al., 2015 ; Khaili et al., 2024).
Cependant, 1’étude de la diversité du microbiome de P. lividus reste timide (Faddetta et al.,
2020).

A cet effet, nous nous sommes intéressés a la biodiversité des microbiotes chez
I’oursin violet P. lividus et a I’évaluation du niveau de contamination environnementale de
deux sites géographiques distincts, choisis pour leur proximité avec une baie a forte densité de

population et avec une réserve naturelle protégeée.

L’objectif de notre travail se base sur la caractérisation de la diversité du microbiome
bactérien et de définir ses niveaux de variabilité, son importance a I’échelle de 1’écosysteme et
déceler les secrets entourant sa composition, ouvrant ainsi la voie a de futurs projets de

recherche passionnants.

Par conséquent, afin d’explorer les différentes facettes de la biodiversité des
microbiotes d’oursins, nous avons emprunté¢ une approche phénotypique comportant des
techniques d’observation pour identifier les caractéristiques perceptibles de divers taxons
microbiens. Les résultats obtenus seront ensuite validés par une analyse biochimique offrant

ainsi une compréhension plus holistique des microbiotes étudiés.

Ce document est structuré en quatre grands chapitres. Les deux premiers chapitres
consistent en une revue bibliographique mettant en avant 1I’importance de 1’échinoide modele
P. lividus, la diversité, la dynamique et le rdle crucial de ses microbiotes. La partie
expérimentale, inclut un troisieme chapitre destiné a décrire la démarche générale a
poursuivre et les différentes approches disponibles pour identifier les communautés
bactériennes de nos échantillons, et un quatrieme dédié a présenter et discuter I’ensemble des

résultats obtenus pour aboutir a une conclusion.
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Partie théorique

Du microbiote a I’'hote

Echinoidea (oursin)




Chapitre 1

L’oursin
(Paracentrotus lividus)




Chapitre | L’oursin (Paracentrotus lividus)

Depuis les temps les plus reculé Paracentrotus lividus, plus communément appelé
« oursin violet » ou « chataigne de mer », a suscité I’intérét de I’Homme (Marlétaz et al.,
2023). En raison de son abondance au niveau de I’étage infralittoral et de I’impact de son
comportement alimentaire souvent plus sélective sur le phytobenthos marin, il joue un role

prépondérant dans la genése du paysage vegétal sous-marin (Barrier et al., 2024).

Les premiers vestiges de sa consommation ont vu le jour dés le néolithique. Cependant
son commerce en méditerranée existait déja dans 1’antiquité grecque (Allain, 1975). C’est I'un
des rares animaux a étre herbivores et a brouter les algues des rochers a savoir : algues vertes
et méme algues : coriace encroltantes brunes ou rouges sur lesquels il niche (lIsidro,
2017 ; Milito et al., 2020).

Depuis 1987, les populations d’oursins comestibles Paracentrotus lividus devenant de
moins en moins importantes et la diminution spectaculaire de leurs stocks semble s’observer
sur les cotes méditerranéennes. Ce dernier est lié a une forte pression due a la péche amateur
et professionnelle, a la destruction des habitats par les aménagements du littoral et
notamment la pollution urbaine et industrielle (Allain, 1972 ; Régis et al., 1985 ; Le Gall,
1987 ; Ciriminna et al., 2021).

Ce chapitre vise a identifier avec précision « Paracentrotus lividus » dit oursin violet,
par le biais d’un inventaire suffisamment détaillé (description, taxonomie, anatomie et

importance).
I.1. Description

Derriére un aspect banal et piquant se cache une espece ayant un réle écologique clé.
Capable de consommer une grande quantité de végétation marine benthique (Abadie, 2023 ;
Bertucci et al., 2023), Paracentrotus lividus formé d’une coque calcaire appelée « test »,
recouverte de piquants est reconnaissable a sa forme tres arrondie et ses piquants courts, peu
acéres, de couleur violette, verte ou brune ayant une extrémité blanche. C’est un brouteur
herbivore pouvant atteindre 8cm de diamétre, vivant sur les pierres, les algues coralligenes,
les rochers et qui se couvre souvent d’algues et de débris de coquilles (Bay-Nouailhat, 2005 ;
Boudouresque et Verlaque, 2013 ; Shikov et al., 2018).

Paracentrotus lividus, est un échinoderme subsphériques régulier, sans bras, a
symétrie penta-radiaire. Cette derniére est acquise en second lieu, lors de la métamorphose de
ses larves ayant une symeétrie bilatérale et enfermées dans un test rigide, le « dermosquelette»,

formé de plaques calcaires imbriquées.
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Chapitre | L’oursin (Paracentrotus lividus)

La bouche et I’anus de cet oursin comestible étant situés aux deux péles et son
pouvoir régénératif est assez limité (Figure n°01) (Tortonese et Vadon, 1987 ; Wirtz et
Debelius, 2003 ; Hermas et al., 2018 ; Marlétaz et al., 2023).

Figure n°01 : Oursin violet « Paracentrotus lividus » couvert de débris (Noyer et al., 2021).
1.2. Taxonomie

Apparu il y a 520 millions d’années (Lago et Paredes, 2023), I’oursin violet est 'un
des anciens invertébrés marins benthiques appartenant au clade des échinodermes souciant la
curiosité des scientifiques depuis 1’ Antiquité (Verlaque et Nédelec, 1983 ; Wirtz et Debelius,
2003 ; Agnello, 2017 ; Marlétaz et al., 2023).

La classification des échinodermes est en perpétuelle évolution. De par leur position
évolutive, ils représentent un lien entre les invertébrés et les vertébrés, occupent une position
phylogénétique stratégique et constituent ainsi I’un des systémes modeles les plus adaptés en
biologie du développement (Agnello, 2017 ; Chiaramonte et al., 2021 ; Thompson et al.,
2021 ; Brundu et al., 2023 ; Marlétaz et al., 2023).

Paracentrotus lividus appartient a la classe des échinoides et au phylum des
échinodermes comprenant environ 1000 & 7000 especes morphologiquement variés. Ce
phylum est réparti en cing classes principales, entre autres les astéroides, les crinoides, les
ophiuroides, les holothuries et les échinoides (Pinsino et Matranga, 2015 ; Lago et Paredes,
2023).

Récemment, avec I’avénement de la biologie moléculaire, des études moléculaires
soutiennent 1’existence d’une autre classe pour ce phylum, a savoir les Asterozoa, un clade

ophiuroide/astéroide (Pinsino et Matranga, 2015 ; Agnello, 2017).

Parmi les classes d’échinodermes, les échinoides dont Paracentrotus lividus fait part,
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forment un groupe marin tres prospére (Pinsino et Matranga, 2015). Cette espece est localisée
dans un grand nombre d’océans et a différents niveau d’altitudes allant de 1’Arctique a
I’ Antarctique. Elle peut envahir divers substrats et s’étendant de la surface jusqu’a plus de
6000 metres de profondeur (Yakota, 2002 ; Figueiredo et al., 2016 ; Agnello, 2017 ; Machado
et al., 2022). Le genre type de cette classe est Paracentrotus et sa position taxonomique est

comme suit :

Tableau 1: Position taxonomique de Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816 ;
Tortonese et Vadon, 1987).

Nom scientifique Descriptif
= Régne Animalia _
= Embranchement Echinodermata - Symeétrie pentaradiaire.

- Dermosquelette calcaire.
- Systeme aquifére doté de podia

visibles.

= Sous-embranchement Echinozoa - Echinoderme non étoilé de forme

allongée ou globuleuse.

= Classe Echinoidea - Forme globuleuse ou hémisphérique.
- Squelette portant des appendices.

- Pouvoir régénératif limité.

=  Sous-classe Regularia

= Super ordre Echinacea - Dix plaques péristomiales.
= Ordre Diadematoida _

= Sous-ordre Camarodonta _

=  Famille Echinidae _

= Genre Paracentrotus _

= Espece Paracentrotus lividus _

1.3. Habitat, écologie et répartition géographique

Originaire de la mer méditerranéee et de 1’océan Atlantique tempéré Est, Paracentrotus
lividus présente une vaste distribution géographique, colonisant ainsi des biotopes trés
hétérogénes (Figure n°02) (Couvray, 2014 ; Hermas et al., 2018 ; El Idrissi®et al., 2020).

De 1’Ecosse a I’Irlande du nord jusqu’au sud du Maroc et aux iles Canaries, en passant

par les archipels des Agores et de Madére ; I’oursin livide habite les mares rocheuses
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intertidales et la boue, les récifs coralliens subtidaux et les herbiers marins. Paracentrotus
lividus est localisé dans les zones moins profondes atteignant les 80m de profondeur. Ces sites
donnent pour I’individu une résistance au ressac ainsi qu’une protection des courants et
d’éventuels prédateurs. Toutefois, retrouver cette espece a d’autres profondeurs est possible
(De La Uz et al., 2018 ; Hermas et al., 2018 ; Duchaud et al., 2021 ; Machado et al., 2022 ;
Nicolau et al., 2022 ; Elmasry et al., 2023).

Paracentrotus lividus se caractérise par une forte plasticité phénotypique, ce qui donne
la possibilité¢ de s’adapter a un large €ventail de conditions environnementales, notamment :
I’hydrodynamisme, la température, la qualité environnementale ainsi que la quantité et la

qualité de nourriture disponible (Fernandez et Boudouresque, 1997 ; Couvray, 2014).

Son succes, attesté par leur répartition mondiale dans plusieurs environnements
océaniques a différentes profondeurs, latitudes et températures. Ce dernier est lié sa capacité
de survivre dans des conditions défavorables, grace a : une structure de défense épineuse, un
systeme de défense immunitaire, un systeme antitoxine et son aptitude a faire face a
I’exposition continue a des facteurs environnementaux tels que les fluctuations de température
et de pH, I’anoxie, la prédation, les germes pathogeénes, les métaux, et autres formes de
pollutions (Pinsino et Matranga, 2015 ; Agnello, 2017 ; Fernandez-Boo et al., 2018 ; Casal et
al., 2020).

Dans la majeure partie de sa zone de répartition géographique, P. lividus est considéré
comme une espece clé dans le fonctionnement des écosystemes sublittoraux soit comme
herbivore vorace et généraliste, soit comme proie de nombreux poissons (étoiles de mer,
mollusques etc.). P. lividus est fréquent dans les régions la ou les températures de 1’eau
varient entre 4°C a 30°C (de 18 a 25°C en été et entre 10 a 15°C en hiver) (Boudouresque et
Verlaque, 2013 ; Boudouresque et Verlaque, 2020 ; Le Gall et al., 2020 ; Bouiba® et al.,
2024).

L’oursin régulier est un organisme adoptant un mode de vie nocturne en raison de sa
sensibilite a la lumiere et pouvant survivre dans des lagunes a des salinités comprises entre 15
et 40 (Boudouresque et Verlagque, 2007 ; Agnello, 2017 ; Garcia et al., 2018 ; Santos et al.,
2022).
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e Distribution géographique de I'oursin violet Paracentrotus lividus.

Figure n°02 : Répartition géographique de I’oursin violet « Paracentrotus lividus » (lien 01
(modifie)).

1.4. Anatomie

Les échinoides réguliers, de quelques centimétres de diamétre, sont généralement
globulaires, discoidaux ou en forme de cceur possédants un squelette constitu¢ de nombreuses
plaques calcaires (Thompson et al., 2021). Les échinoides réguliers, comme 1’oursin, Se
distinguent facilement des échinides irréguliers par leur corps sphérique, une symétrie radiale
et la localisation centrale de I’anus, au-dessus de la bouche (Agnello, 2017 ; Hermas et al.,
2018).

Les épines, généralement longues, sont utilisées pour la locomotion, pour la défense
passive contre les prédateurs et pour piéger les particules de nourriture flottantes. Les pieds
tubulaires sont situés parmi les épines et sont utilisés pour déplacer, capturer la nourriture et

se fixer aux substrats.

Une machoire piquante formée de petites pinces, appelée « pédicellaire », est
également utilisée pour se proteger et capter les aliments. La bouche est située sous

I’organisme et est constituée d’une machoire a cinq pointes appelée « lanterne d’Aristote »

(Agnello, 2017).
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1.4.1. Anatomie externe

Selon les conditions environnementales qui prévalent dans leurs habitats, les
populations d’oursins comestibles présentent souvent des différences morphologiques et
physiologiques (Casal et al., 2020 ; Santos et al., 2022 ; Bouiba® et al., 2024). Plagues
ambulacraires, péristome, lanterne, appareil apical, pédicellaires et piquants, sont les criteres

les plus importants pour 1’identification des espéces (Sellem et M’rabet, 2002).

Paracentrotus lividus, est un échinoderme régulier mesurant 7 & 8 cm de diamétre,
exclusivement marin, unicolore (corps majoritairement rouge, orange, noir, marron, blanc et
violet) et appartenant aux coelomates deutérostomiens (Wirtz et Debelius, 2003 ;
Boudouresque et Verlaque, 2013 ; Boudouresque et Verlaque, 2020). La chéataigne de mer se
caractérise par une symétrie pentaradiaire, composée de cinqg régions ambulacraires et cing
régions inter-ambulacraires portant respectivement les pieds ambulacraires et les piquants.
L’axe de symétrie du corps traverse la bouche et I’anus déterminant ainsi les p6les oraux ou
se trouve I’appareil masticateur appelée « Lanterne d’Aristote » (Figure n°03) (Thompson et
al., 2021 ; Formery et al., 2022).

Paracentrotus lividus doté d’un squelette calcaire continu formé de plaques soudées,
nomme « le test d’oursin » (Thompson et al., 2021). Ce dernier se caractérise par une forme
arrondie avec un contour circulaire, peu éleve, aplati en face ventrale et hérissé portant
différents appendices (Noyer et al., 2021). Les piquants répartis sur tout le corps, assez longs,
autour de 3cm, sont pointus, lisses, épais et de forme trés diverse. lls présentent une couleur
allant du vert olive au brun, en passant par différentes nuances de violet (Elmasry et al.,
2023). Les piquants jouent un role dans la protection, la défense et la locomotion (Rouane,
2013). Les podias ou encore dites « pieds ambulacraires », servent a la locomotion, a la
respiration, a la fixation et capture de la proie. lls peuvent s’allonger ou se rétracter et se
terminent généralement par une ventouse. Les podias ainsi que les piquants peuvent

participent a I’ancrage de 1’oursin sur son substrat (Sugni et al., 2013).

Les pédicellaires sont des petits organes calcifiés, en forme de pinces et fixes sur le
test entre les piquants. Ils sont munis de glandes a venin ayant des fonctions multiples, entre

autres : capturer la proie, nettoyer le test, se défendre, ...etc. (Sugni et al., 2013).

Page 8



Chapitre | L’oursin (Paracentrotus lividus)

podia et épines
pedicellaires '

Piquants

Branchie

Membrane péristomiale

Madréporite
Pédicellaire

Plaque terminale

Podia buccale
Pore génital

Plague génital

Dentde 1a Lanterne
d'Aristote

Plague ambulocraire

Plaque Interambulocraire

Figure n°03 : Anatomie externe de I’oursin comestible « Paracentrotus lividus ». (A) : face
orale et (B) : face aborale (Tortonese et Vadon, 1987 ; Grosjean, 2001).

1.4.2. Anatomie interne

Chez tous les oursins réguliers, la cavité ceelomique est remplie en grande partie par
les organes digestifs et reproducteurs (Figure n°04). Le systeme digestif comporte une
structure particuliere appelée « lanterne d’Aristote », formée par un ensemble de plagues
calcaires, des dents externes et de muscles. L’intestin long et contourné qui lui fait suite, se

termine par un anus dorsal entre les plaques du périprocte (Sugni et al., 2013).

Le systéme aquifere possede une organisation typique. En effet, I’anneau ambulacraire
est situé au-dessus de la lanterne et est relié par le canal du sable au madréporite et aux
canaux radiaires situés sous les zones ambulacraires. Les vésicules de Poli sont généralement

petites, sauf chez quelques especes (Formery et al., 2022).

L’appareil reproducteur est formé généralement de cing gonades en position
interradiaire. Chacune est reliee a 1’extérieur par un conduit génital menant au port de la
plaque génitale. Le plus souvent, les sexes sont séparés (Chiarore et al., 2020). Cependant,
des cas d’hermaphrodisme chez plusieurs especes méditerranéennes peuvent étre rencontrés

(Tortonese et VVadon, 1987).

Paracentrotus lividus est un organisme ovipare ayant un cycle de vie benthopélagique,
composé d’un développement larvaire pélagique et des stades benthiques juvéniles et adultes.
La fécondation de ses ceufs est externe et les larves pluteus ou « echinopluteus » sont

planctoniques jusqu’a leur métamorphose en juvéniles benthiques (Barrier et al., 2024).
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Figure n°04 : Anatomie interne de I’oursin livide « Paracentrotus lividus » (Quéro, 1984).
1.5. Importance

A travers les siécles, 1’oursin violet a été considéré comme un systéme modéle clé
pour élucider une variété de problémes classiques de développement, notamment la
fécondation, le clivage, la gastrulation et la régulation de la différenciation chez I’embryon
précoce. Ayant un vaste répertoire de molécules outils valables, I’oursin livide est largement
utilisé pour découvrir et comprendre les mécanismes moléculaires et régulateurs de base des
réponses immunitaires (Agnello, 2017 ; Fernandez-Boo et al., 2018 ; Albrizio et al., 2019 ;
Tacconi et al., 2022 ; Brundu et al., 2023).

De nos jours, avec I’avénement de la biologie moléculaire, Paracentrotus lividus est
I’échinoide le plus exploité dans la biologie évolutive expérimentale, fournissant ainsi un bon
modele pour reproduire les étapes évolutives intermédiaires (Agnello, 2017 ; Lago et al.,
2024).

Faisant partie des organismes appropriés pour les études éco-toxicologiques comme
alternative aux vertébrés, P. lividus est considéré comme un excellent bioindicateur de santé
marine, ainsi qu’un outil important en biosurveillance aquatique (EI Idrissi ® et al., 2022 ;
Gambardella et al., 2023 ; Viel et al., 2024).

A I’heure actuelle, lutilisation de I’oursin violet connait un renouveau
exceptionnel dans 1’évaluation de plusieurs volets a savoir : I’impact anthropique sur
I’écosysteme marin, la toxicité des molécules environnementales et chimiques et les facteurs
de stress dans les écosystemes naturels (Agnello, 2017 ; Parra-Luna et al., 2020 ; Gambardella
et al., 2021 ; Bertucci et al., 2023).
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Cette tendance croissante a utiliser cet oursin a eté favorisée par son réle écologique
dans la structuration des communautés benthiques et sa capacité de détecter a la fois le stress
biotique et abiotique ainsi de reconnaitre, transformer et éliminer de nombreuses matiéres
potentiellement nocives (Agnello, 2017 ; Quetglas-Llabrés et al., 2020 ; Fouad et al., 2021 ;
Nicolau et al., 2022).

Trés estimé depuis toujours pour la qualité gustative de ses gonades (ceufs), P.
lividus a une grande valeur commerciale représentant a la fois une ressource complémentaire

pour la péche artisanale et une espéce appréciée et ciblée par la péche récréative (Rocha et al.,

2019 ; Santos et al., 2020 ; Nicolau et al., 2022 : Bouiba et al., 2024 ® : Ciriminna et al.,
2024).
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Chapitre 11 Concepts clés pour la comprehension des relations hote, microbiote et
environnement

Les invertébrés marins forment un groupe d’usage polyphylétique, constitués de(s):
métazoaires non bilatériens ; protostomiens et une partie des deutérostomiens. Depuis les
annees 1990, plusieurs Phyla du groupe des invertébrés marins sont étudiés, et ce, pour
plusieurs raisons. D’une part, la majorit¢ de ces organismes vivants se définissent par leur
relation symbiotiques composant des écosystémes riches mais trés fragiles. D’autre part, ils
sont parmi les premieres victimes du réchauffement climatique, par conséquent, deviennent

un enjeu de conservation important (Apprill, 2017 ; Laguerre, 2021 ; Bertucci et al., 2023).

Les études antérieures ont mis la lumiere sur la complexité des relations entre les
invertébrés marins, leur microbiote et leur environnement ; mettant ainsi en exergue la
variabilité des microbiotes en fonction du temps, de 1’espace, ou encore de la santé de

I’hote (Laguerre, 2021).

Parmi ces phyla, les échinodermes dont Paracentrotus lividus figure sont

communément utilisés en écologie marine et microbienne (Figure n°05).

Ce chapitre est pionniere dans la description de la diversité et de la dynamique des

microbiotes de 1’oursin violet Paracentrotus lividus.

3% 2%

mEchinodermes
= \ollusques
m Cnidaires

=Eponges

B Chordés

® Crustacés
= Annélides
“Nématodes

Figure n°05 : Proportions des études menées sur le microbiote des invertébrés marins en

fonction du phylum concerné (Laguerre, 2021(modifie)).
11.1. Microbiome

De nombreuses especes de microorganismes nichent dans les océans sont
essentiellement connus pour étre planctoniques ou benthiques. De nombreux
microorganismes colonisent également la surface et les organes des macro-organismes

marins, formant ainsi des communautés appelées « microbiomes » (Apprill, 2017 ;
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Chiarello, 2017).

Un microbiome est défini comme une « communauté écologique de microorganismes
commensaux, symbiotiques et pathogenes » partageant « 1’espace corporel » d’un héte ainsi
que leurs informations génétiques, leurs produits de synthese et les facteurs de
I’environnement (Roughgarden, 2018 ; Berg et al., 2020). Le microbiome désigne I’ensemble
des microorganismes caractéristiques d’un habitat pourvu de propriétés physico-chimiques

distinctes, ainsi que son théatre d’activité (Figure n°06) (Berg et al., 2020 ; Laguerre, 2021).

/ Microbiome \

<4 "Théatre d'activité"

Microbiote

[Bactéries] [Archées} Eléments structurels microbiens

Protéines/ s Poly-
Champignons [Protistes] : [_Pﬂ’_t:dij { Lipides J [saccha¥idesj§

Acides nucléiques
ADN/ARN structurel /
Eléments structurels internes/externes Eléments génétiques mobiles, y compris

virus/phages ADN

Conditions Métabolites Molécules
environnementales 5 Toxines (in)organiques i
{ microbiennes e elas i

Biome : un habitat raisonnablement bien défini qui posséde des propriétés bio-physio-chimiques distinctes.

Figure n°06: Un schéma mettant en évidence la composition du microbiome (Berg et al.,
2020 (modifie)).

Le microbiome, formant un micro-écosystéme dynamique et interactif susceptible de
changer dans le temps et a 1’échelle. Il est intégré dans des macro-écosystemes comprenant
des hdtes eucaryotes, devenant ainsi crucial pour leur fonctionnement et leur santé (Berg et
al., 2020).

I11.2. Microbiote

A P’instar de I’empreinte digitale, chaque étre vivant posséde un microbiote qui lui est
propre et unique sur le plan qualitatif et quantitatif (Dominique et al., 2021). Chez un
organisme sain, les tissus internes sont normalement stériles tandis que les tissus de surface
(peau et muqueuses) sont colonises par une varieté de microorganismes, constituant de
veéritables écosystémes. Cet ensemble de communautés microbiennes (bactéries, archées,

virus, champignons et protozoaires) présent au niveau d’un environnement défini, c¢’est-a-
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dire: un site anatomique donné ou un organisme entier, constitue le microbiote, anciennement

appelé la « microflore » (Denis et al., 2016).

Ces communautés microbiennes co-évoluent au contact des cellules et des tissus de
I’étre vivant depuis des milliers d’années sous forme d’interactions mutualistes essentielles a
sa survie. Elles jouent notamment un role crucial dans diverses fonctions vitales de 1’hote a
savoir : les fonctions digestives, métaboliques, immunitaires et neurologiques, et ce, depuis

ses premiers stades de vie (Denis et al., 2016 ; Dominique et al., 2021).

L’acquisition du microbiome peut obéir a deux voies a savoir : la transmission
verticale qui se dirige d’une génération a une autre, et/ou la transmission horizontale qui se
fait par imprégnation avec 1’environnement (Theis et al., 2016 ; Rosenberg et Zilber-
Rosenberg, 2018 ; Laguerre, 2021). Chez les organismes aquatiques, la transmission verticale
est plus controversée. En fait, chez certains poissons, la transmission verticale est assurée par
I’alimentation des juvéniles avec le mucus des parents. Toutefois, la transmission horizontale
est effectuée par imprégnation avec 1’environnement tout au long de la vie des hotes selon
différentes voies notamment : par contact, par alimentation et par voie aérienne. Chez les
organismes aquatiques, I’imprégnation dans I’environnement est omniprésente avec I’eau de
mer. Ce dernier, constitue un vecteur privilégié de transmission horizontale (Apprill, 2017 ;

Sylvain et Derome, 2017 ; Laguerre, 2021).
11.2.1. Diversité des microbiotes chez I’oursin

Dans les ecosystemes marins, les organismes vivants sont exposes et colonisés par une
pléthore de microorganismes faisant des interactions hote-microorganismes. La composition
du microbiote peut varier, en termes de diversit¢ et d’abondance, en fonction de divers
facteurs, de I’environnement, de 1’hote, ou du microbiote lui-méme. Il peut étre étudié a
différentes échelles, depuis le microbiote « total » d’un organisme entier, a un échelon
anatomique de 1’hote (organe, systeme). Par ailleurs, peu importe 1’espéce, les microbiotes
cutaneés et gastro-intestinaux sont les plus communément étudiés (Laguerre, 2021 ; Paillard et
al., 2022).

Chez les oursins, la spécificité et I’existence de microbiotes anatomiques distincts est
décrite. En fait, les différentes parties du systeme digestif (antérieure, médiane et postérieure)
et les organes reproducteur (gonades) sont constitués chacun d’un microbiote distinct. Cette
spécificité est répertoriee chez la plupart des invertébrés marins, et ce, a differents niveaux

taxonomiques : entre microbiotes d’hdtes appartenant & des embranchements différents, au
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sein d’une méme famille ou encore d’un méme genre (Ledn-Palmero et al., 2018 ; Bellec et
al., 2019 ; Hakim et al., 2019 ; Schwaob et al., 2020 ; Laguerre, 2021).

Bien que le changement d’habitat, notamment le passage du milieu naturel a la
captivité, impacte les microbiotes entrainant une modification de leur composition et une
diminution de leur diversité (Laguerre, 2021). Plusieurs analyses ont révélé que le core du
microbiote bactérien chez I’oursin méditerranéen est prédominé par les membres des
Phyla : Proteobacteria, Bacterioidetes et Fusobacteria, quel que soit le site
d’échantillonnage. Par ailleurs, les taxons minoritaires typiquement liés a la localisation
géographique constituaient la partie la plus variable de la structure du microbiote bactérien
(Faddetta et al., 2020).

Parmi les souches bactériennes cultivables, de nombreuses espéces appartenant aux
genres : Vibrio, Bacillus et Shewanella ont été répertoriées. Outre celles-ci, d’autres espéces a
savoir : Alteromonas sp., Halomonas sp., Idiomarina homiensis, Loktanella sp.,
Pseudoalteromonas pisicida, Pseudoalteromonas rubra et Psychrobacter sp., ont été isolées
et identifiées (Boraiy, 2018 ; Faddetta et al., 2020).

Toutes ces bactéries interagissent de maniére dynamique avec leurs hotes et pourraient
jouer un réle présumé dans le métabolisme, I’immunité et le développement de P. lividus
(Boraiy, 2018 ; Faddetta et al., 2020). Par conséquent, elles offrent la possibilité unique d’étre
caractérisées pour leurs réles possibles chez P. lividus, ainsi que pour une utilisation

potentielle en biotechnologie (Tableau I1).

En outre, les microorganismes isolés du milieu marin a partir des invertébrés marins,
constituent une source prometteuse largement inexplorée de métabolites secondaires, ayant
non seulement des rbles écologiques, mais présentant également plusieurs activités
biologiques avec des applications médicales, nutraceutiques, pharmacologiques et

cosmétiques (Ruocco et al., 2017).
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: Roles probables des bactéries isolées chez P. lividus.

Tableau 11
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Chapitre 11 Concepts clés pour la comprehension des relations hote, microbiote et
environnement

11.2.2. Dynamique de la communauté microbienne de I’oursin

Les microbes interagissent de maniere dynamique avec leurs hétes (Park, 2023). En
effet, des variations temporelles du microbiote des invertébrés marins sont décrites chez de

nombreuses espéces (Laguerre, 2021).

Chez les échinodermes, la captivité influence sur la composition des communautes
bactériennes notamment celles des microbiotes gastro-intestinaux. L’impact de celle-Ci
s’avere d’une part, par une diminution des Proteobacteria au profit des Firmicutes et d’autre
part, par une perte de la différentiation en termes de microbiote pour les segments du

systeme digestif (Barros et al., 2018 ; Pagan-Jiménez, et al., 2019 ; Laguerre, 2021).

Chez les oursins, une dynamique du microbiote intestinal est observée, en lien avec
I’environnement et les saisons. Cette variabilité du microbiote est davantage attribuée a : sa
composition variant selon les espéces d’oursins et a la « densit¢ » en communautés
bactériennes constituant le core microbiote (Laguerre, 2021; Park, 2023). A titre
d’exemple, chez I’oursin violet, la captivité engendre le développement des Arcobacteraceae

et du genre Vibrio dans le contenu gastro-intestinal (Laguerre, 2021).
11.2.3. L’impact de I’environnement sur le microbiote de I’oursin

Le microbiote des invertébrés marins est soumis a des pressions de différentes natures,
qu’elles soient liées a I’hote, a I’environnement, aux communautés bactériennes du microbiote
lui-méme, ou a I’ensemble de ces facteurs interagissant entre eux (Figure n°07). De maniére
générale, le microbiote est clairement influencé par des facteurs hotes a différentes échelles
imbriquées les unes dans les autres : I’espéce, la population concernée, les spécificités
phénotypiques et génotypiques de la population, du stade de vie, de I’organe et de son régime

alimentaire (Laguerre, 2021 ; Paillard et al., 2022).

Chez I’oursin livide, I'influence des facteurs environnementaux sur son microbiote
peut s’expliquer par : son mode de vie benthique, son hétérogénéité a petites échelles spatiales
(niches écologiques etc.) et la variation spatiale et temporelle d’un ensemble de facteurs, entre
autres : (1) les facteurs biotiques comme : la nature de la source alimentaire, les pathogénes,
la présence d’espéces concurrentes et/ou predatrices, la présence des communautes
bactériennes des compartiments de [’habitat de 1’hdte et la présence d’espéces proches
contribuant a la transmission horizontale et/ou verticale etc. ; (2) les facteurs abiotiques tels

que : la température, la photopériode, la saison, les phénomeénes naturels (captivité etc.), la
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Chapitre 11 Concepts clés pour la comprehension des relations hote, microbiote et
environnement

profondeur d’eau etc. et (3) les activités anthropiques entrainant des perturbations et/ou
modifications des habitats (tourisme, agriculture, énergies marines renouvelables etc.) ainsi
que des apports de polluants organiques et inorganiques impactant 1’holobionte directement
ou indirectement via la perturbation de son environnement (Rosenberg et al., 2007 ; Bjork et

al., 2017 ; de Albuquerque et al., 2020 ; Laguerre, 2021 ; Palladino et al., 2021).

Face au stress environnemental, la nature des échanges et donc des interactions avec
I’environnement seront plus ou moins fortes en fonction de la position taxonomique de 1’hote.
L’ensemble de ces interactions hote, microbiote et environnement conferent au microbiote

une résilience et une grande plasticité adaptative (Laguerre, 2021 ; Paillard et al., 2022).

A ' U g 3 B
FACTEURS DE L'HOTE R g #‘twﬁ S ShE FACTEURS
Espéces Enantiostase ' : ENVIRONNEMENTAUX
Populations Conditions physico-
Stade de développement chimiques
Tissues / organs Saison
Génotype Température
Polluants
ORIGINAL BY
boudnans.(eiolaidaihak @uiv-bouies.dz PATHOGENES
@boudhanedz
I (O {0] 1
Gl
[=]
REPRISE
DYSBIOSE MALADIES

Figure n°07: Facteurs influencant le microbiote de I’oursin violet Paracentrotus lividus
(Paillard et al., 2022 (modifie)).
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Chapitre 111 Materiel et méthodes

Dans notre travail expérimental sur 1’évaluation de la diversité bactérienne du
microbiome du systéme digestif (intestin) et de I’appareil reproducteur (gonades) de 1’oursin
violet Paracentrotus lividus qui baigne dans les eaux de la mer méditerranéenne d’Algérie
(Béjaia) ; deux zones, distinguées par leur degré de pollution variable, ont été choisies dans la
wilaya de Béjaia pour effectuer notre échantillonnage (P. lividus). L’oursin violet
Paracentrotus lividus a été identifié par I’équipe du laboratoire de Zoologie Appliquée et
d’Ecophysiologie Animale, Faculté des Sciences Naturelles et de la Vie, Université de Bejaia,
Algérie. Nos investigations ont été elaboré au sein du Laboratoire de la Faculté des Sciences
de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre a I’Université de Bouira et le Laboratoire

de Bactériologie des Aliments, des Eaux et de I’Environnement, a I’institut Pasteur, Alger.

Pour évaluer la diversité du microbiote intestinal et le microbiote des gonades, une
approche culture-dépendante suivie d’une série de tests biochimiques et microbiologiques a
été conduite pour identifier les différents isolats obtenus des différents organes, a savoir : tube

digestif et gonades.
I11.1. Les sites d’échantillonnage

Dans une journée ensoleillée du 18 mars 2024, entre 7h00 et 10h00 du matin, deux
séries d’oursins formées chacune de 06 échantillons ont été récoltées dans deux zones cotiéres
de la région de Bejaia « les Aiguades » et « la Brise de mer » (Tableau II1) (Figure n°08 et
Figure n°09).

Tableau 111 : Coordonnées GPS avec les données climatiques des zones d’étude.
Site Coordonnes | Jour/heure Climat Données climatique Références
(GPS)
= Température : 16.5°C
Brise de |36°4525.5"N | 18/03/2024 Climat = Humidité : 55%
mer 5°05'37.3"E a 7h00 mediterraneen, |, Température de I’eau : 14°C
énéralement :
g = Vent : 22Km/h Lien 02

humide avec un

Aiguades

= Temperature : 22.3°C
= Humidite : 40%

léger changement
36°45'54.3"N | 18/03/2024

5°06'07.9"E | a 10h00

de température
= Température de 1’eau : 14°C

= VVent : 33Km/h

saisonnier

Page 19

Lien 03




Chapitre 111 Materiel et méthodes

111.1.1. Les Aiguades

Une station jugée moins polluée, « les Aiguades » représentent une petite baie sise au
centre du parc national de Gouraya (PNG), localisé a 3.8 km de Béjaia centre (Figure n°08)
(Tableau III). Il s’agit d’un littoral avec plusieurs baies douillettes propices a la baignade,

recouvertes avec de I’cau turquoise et cristalline et de roches.

Cette zone rocheuse renferme par ailleurs, de nombreuses especes végetales rares
comme les pins d’Alep, les genévriers et 1’absinthe. Pour ce qui est de la faune, le sanglier, le
singe magot, le chacal et le lapin ont été distingués. Les Aiguades compte des especes
menacées de disparition entre autres : Paracentrotus lividus qui est fréquemment abondant

approximativement a une profondeur qui varie de 0.5m allant aux grandes profondeurs.
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Figure n°08: Localisation geographique de la zone d’échantillonnage 1 « Les Aiguades »
(Lien 04).
111.1.2. La Brise de mer
La brise de mer « Nassim El Bahr » en arabe, est située au pied de 1’ancienne ville de

Bejaia, pas loin de la zone urbaine. Elle est un lieu de detente idéal offrant de la douceur, une

vue sur la mer, le port pétrolier et la jetée (Figure n°09) (Tableau Il1).
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Chapitre 111 Matériel et méthodes

D’une surface approximative de quatre hectares, la Brise de mer construite sur un
espace gagné sur la mer est entourée d’un co6té par le port de péche et la jetée, de 1’autre par le
port pétrolier, a I’arriére-plan par la grande forét des oliviers et devant par la mer

méditerranée, la grande bleue qui s’étend vers I’infini (Figure n°09).

Figure n°09 : Localisation géographique de la zone d’échantillonnage 2 « Brise de mer »
(Lien 05).

111.2. La récolte du matériel biologique

Au total, douze échantillons d’oursins violets correspondant a douze tubes digestifs et

douze gonades ont été isolés.

L’échantillonnage a été réalisé le 18 mars 2024 matin au niveau de la Brise de mer et

des Aiguades, respectivement, en suivant les étapes décrites ci-dessous :

Dés notre arrivée a 1’endroit de prélévement présélectionné, les oursins violets ciblés
ont été collectés a I’aide d’un haveneau puis, introduits dans la glaciere préalablement remplie

avec I’eau de mer (Figure n°10).

L’eau de mer dans la glaciere garde la fraicheur et la vitalit¢ des échantillons
biologiques, empéchant ainsi la dégradation des échantillons microbiens dans leur intestin et

gonades.
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Chapitre 111 Materiel et méthodes

Une fois que les glaciéres sont pleines avec les echantillons a raison de six oursins par
site, elles ont été¢ hermétiquement fermées. Ensuite, une bouteille d’eau de mer de chaque site

de prélevement a été remplie.

Les glacieres contenant le matériel biologique (Paracentrotus lividus) ont eté
transportées au laboratoire de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de
la Terre de I’Université Akli Mohand Oulhadj de Bouira.

A notre arrivé au laboratoire de Bouira, nos échantillons biologiques ont été conservés

au refrigérateur a une température de 4°C jusqu’au processus d’investigation.

Figure n°10: Les différentes étapes d’échantillonnage (Prise par moi-méme).
111.3. Caractéristiques morphologiques des oursins

Arrivé au laboratoire, le poids en gramme (g) de chaque oursin a été déterminé. Par la
suite, les caractéristiques morphologiques des oursins y compris : la couleur, la forme et la

consistance de leur coquille ainsi que la longueur des piquants ont été également déterminés.

A préciser, la détermination du sexe des oursins ne se fait généralement qu’aprés
dissection. C’est la couleur et la texture des gonades qui font la différence entre les deux

SEXes.
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I11.4. Dissection des oursins et extraction des organes

Afin de lancer nos recherches sur la diversité du microbiome des systémes intestinaux

et reproducteurs, le tube digestif et les gonades des oursins collectés ont été extraites.

Dans des conditions aseptiques, la dissection des oursins a été effectuée et les organes
ont été collectés dans des tubes flacons stériles bien étiquetées contenant un mélange de

bouillon ceeur-cerveau et de glycérol (50/50) (v/v) (Figure n°11).

Ensuite, les tubes contenant les organes de reproduction et digestif ont été conservés a

4°C jusqu’au processus d’investigation.

Figure n°11: Dissection des oursins et extraction des organes. A. Aspect macromorphologique des
gonades ; B. Aspect macromorphologique du tube digestif ; C. Prélevement des gonades ; D.
Echantillons (tube digestif et gonades) de la Brise de mer ; E. Aspect macromorphologique du tube
digestif et des gonades d’un oursin disséqué ; F. et G. Prélevement du tube digestif ; H. Echantillons

(tube digestif et gonades) des Aiguades (Prise par moi-méme).
111.5. Aspect macroscopique des organes

L’aspect macroscopique des organes extraits (tubes digestifs et gonades), a savoir : la

forme, la texture ainsi que la couleur a été déterminé.
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Chapitre 111 Materiel et méthodes

I111.6. Etude de la diversité bactérienne des microbiotes de Paracentrotus lividus

Le microbiote joue un role essentiel dans la santé et le développement de 1’hdte,
depuis ses premiers stades de vie. Avec I’avenement des techniques d’analyses et d’études de
la biodiversité microbienne, la compréhension des interactions hdte, microbiote et

environnement est devenue possible.

De ce fait, cette section vise principalement & caractériser la composition et
I’abondance du microbiote des systémes digestifs et reproducteurs de 12 individus

(Paracentrotus lividus) en suivant une approche d’étude bien déterminée décrite ci-dessous.
111.6.1.Dénombrement de la flore mésophile totale

L’expérimentation a commencé par la préparation des suspensions méres. A cet effet,
un volume de 5ml de bouillon cceur-cerveau (BHIB) a été ajouté a chaque tube flacon
contenant 1’organe. Puis, a I’aide d’une tige en verre stérile, les tubes digestifs et les gonades

ont été écrasés dedans jusqu’a ce que leur contenu se libere.

A P’aide d’un vortex, les tubes contenant le BHIB et les organes écrasés ont été bien
agités et la suspension mére (SM) est obtenue. A partir des suspensions méres préparées, une

série de dilutions décimales allant de 101 & 10 a été réalisée.

Ensuite, 1ml de chaque suspension mere a été prélevé puis versé aseptiqguement dans
un tube contenant 9ml d’eau peptonée tamponée (EPT) stérile. Ce dernier a été bien agité

pour homogénéiser et la dilution 10 est obtenue.

Selon un schéma de dilution précis, I’opération a été répétée pour les tubes restants

dans le but de préparer le reste des dilutions (1072 et 10-%) (Figure n°12).

Echantillon 01 Echantillon 02

1mL
Suspension meére

1mlL 1mL

ey

Homogénéiser Homogénéiser @ [ R X J

9mL 9mL 9mL

EPT EPT EPT

10" 10 103

Figure n°12 : Les étapes de la préparation des dilutions décimales (Réalisé par moi-méme).
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Une fois les dilutions sont prétes, seules les dilutions 107 et 10 de chaque échantillon

ont été ensemencees sur milieu PCA (Plate Count Agar).

Un volume de 100ul de chaque suspension a été deposé aseptiquement dans une boite
de pétri vierge. Puis, une quantité du milieu PCA en surfusion a été versée au-dessus et
homogénéisée en faisant des mouvements en chiffre de huit. Une fois I’inoculation terminée,
les boites ont été incubées couvercle en bas & une température constante de 37°C pendant 72

heures.

Le dénombrement des bactéries viables a été réalisé par la méthode du comptage sur
boite en marquant chaque colonie sur le fond avec un marqueur indélébile et le nombre

d’UFC (unité formant colonie) a été¢ déterminé.
111.6.2. Isolement et purification bactérienne

Comme le BHIB est un milieu d’enrichissement non sélectif permettant de favoriser
une croissance bactérienne a partir de prélévements pauci microbiens, ’ensemble des
échantillons (tubes digestifs et gonades) préalablement enrichis ont été dilués a raison 10

puis isolés sur des milieux sélectifs appropriés.

Les milieux sélectifs utilisés comprenaient : Mossel pour les Bacillus, MRS (de Man,
Rogosa, Sharpe) pour les Lactobacillus, Baird Parker pour les Staphylococcus, Hektoen et
EMB (Eosin Methylene Blue) pour les bacilles a Gram négatif notamment les entérobactéries

et gélose a I’eau de mer pour les halophiles. Leur composition est donnée dans 1’annexe 1.

L’isolement sélectif des bactéries a été fait a partir des dilutions 107 par
ensemencement en quadrants. Ce mode d’ensemencement permet d’isoler les différentes
bactéries contenues dans un mélange suivant les différentes étapes schématisées dans la figure
n°13. Au terme de I’incubation, des colonies bien isolées et caractéristiques permettant de
s’orienter vers une espéce ou un genre Voire une famille de bactérie peuvent étre obtenues
dans le dernier quadrant. C’est a partir de ces colonies bien distinctes et isolées qu’une série
de tests d’identification pourront étre élaborés. Parfois, une subculture peut étre nécessaire
pour parfaire 1’obtention d’une culture pure avec un inoculum suffisant pour les tests a

effectuer (Denis et al., 2016).

Une fois les boites de pétri sont inoculées, elles ont été incubées couvercle en bas a
37°C. Apres 24 a 72 heures d’incubation, les boites on fait ’objet d’une lecture par
observation macroscopique des colonies développées sur les différents milieux. Par la suite,

une série de purifications par repiquage successifs a été effectuée en transférant une colonie
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distincte de chaque boite vers le méme milieu sélectif approprié. Les boites ont ensuite été

incubées dans des conditions appropriées a chaque milieu.

Figure n°13: Principe et résultat de la méthode d’isolement en quadrant. A. Dépot de I’échantillon ; B.
Stries serrées sur la premiére moitié de la boite (stries vertes) ; C. Aprés avoir tourné la boite de 90°,
des stries serrées sont a nouveau effectuées sur une moitié de boite (stries rouges) ; D. Le dernier
quadrant est ensemencé sans rentrer au contact des quadrants précédents. Cette technique permet
d’obtenir dans le dernier quadrant des colonies isolées schématisées en E et en pratique en F (Denis et
al., 2016).

Apres avoir confirmé la pureté des boites, une colonie de chaque boite purifiée a été
repiquée et conservée dans des cryotubes contenant 1ml de BHIB additionné avec du glycérol
80% a raison 50/50 (v/v). Les tubes sont ensuite conservés dans une chambre froide pour une

utilisation ultérieure.

L’ensemble du protocole a été réalisé sous des mesures d’asepsie strictes pour éviter

toute contamination éventuelle et garantir la fiabilité des résultats obtenus.
111.6.3. Identification des isolats bactériens

L’identification des isolats se fait a I’aide de méthodes automatisés et/ou classiques.
Les méthodes classiques sont couramment adoptées. Elles se basent sur 1’élaboration d’une
série d’épreuves notamment: un examen macroscopique, microscopique et une galerie
biochimique. Ensuite, les différents caractéres morphologiques et biochimiques de ’espéce

inconnue sont comparés avec une espéce déja décrite (une souche type) (Denis et al., 2016).
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Il est a noter que tous ces tests d’identification ont été réalisés a partir de cultures

pures et jeunes de 18 a 24heures.
111.6.3.1. La détermination de I’aspect macroscopique des isolats
« Sens primordial en bactériologie: I’observation... ».

L’aspect macroscopique des cultures sur milieu solide constitue encore une part

préliminaire de I’identification d’un microorganisme.

Sur des milieux de cultures selectifs, les bactéries forment des colonies
caractéristiques ayant : une forme, une taille, un contour, un relief, une surface, une couleur,

une consistance et une odeur bien définie.

Apres un temps d’incubation approprié (24 a 72h), une lecture de boites ensemencées a
été effectuée par observation macroscopique des colonies développées sur les différents

milieux.
111.6.3.2. La détermination de I’aspect microscopique des isolats

L’ aspect microscopique aprés examen a I’état frais et aprés coloration de Gram
constituent une étape clé dans la démarche analytique en bactériologie permettant d’orienter

I’étude vers un groupe bactérien.
A. Etat frais

L’état frais correspond a l’observation entre lame et lamelle (objectif 40), d’un
matériel biologique ou d’une suspension bactérienne sans fixation préalable par la chaleur ou

I’alcool.

A cette fin, une goutte d’eau physiologique a été déposée stérilement sur une lame
propre. Ensuite, avec une pipette Pasteur stérile, une colonie bien distincte a été dissoute dans
la goutte puis une lamelle a été déposée au-dessus tout en évitant la formation des bulles d’air.

L’observation a ¢été effectuée au microscope optique a 1’objectif 40 et les

renseignements obtenus concernent principalement la mobilité et la forme des bactéries.
B. Coloration de Gram

Avant d’entamer 1’identification biochimique des isolats, nous avons effectué¢ une
coloration de Gram pour chaque colonie isolée a partir des différents milieux de culture

ensemenceés (Figure n°14).
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La coloration de Gram est définie comme une coloration différentielle permettant de
distinguer entre les bactéries a Gram positif des bactéries a Gram négatif en fonction de la

composition chimique de leur paroi (Denis et al., 2016).

#” : Bacille Gram négatif
® :Cocci Gram positif - I_r . [-1
« FE o FE . F o B
b T % T o T % %
i o
—— O
0yo0
7°\
Frottis Application de Application de Application Contre-coloration
bactérien violet de Lugol d'alcool éthylique avec de la Fuchsine
gentiane 60 sec 60 sec 15s 60 sec.

Figure n°14: Les différentes étapes de la coloration de Gram (Lien 06).

L’observation microscopique des cellules a ¢été réalisée au microscope optique
(objectif a immersion Gx100). Le Gram, la forme, la taille et le mode d’association des

cellules ont été notés.
111.6.3.3. Identification enzymatique des isolats bactériens
A. Le test de catalase

La catalase est une enzyme catalysant la dégradation du peroxyde d’hydrogene,

considéré comme un poison cellulaire, en eau et dioxygene (Denis et al., 2016).

Sur une lame propre et séche, une goutte du peroxyde d’oxygene a été déposée. A
I’aide d’une pipette Pasteur, une colonie bactérienne isolée a été prélevée puis déposée sur la

goutte.

% Si des bulles d’oxygenes (effervescence) se forment immédiatement, la bactérie est

catalase positive.

+* Si rien n’est observable au contact de la colonie avec le peroxyde d’oxygene, la

bactérie est catalase négative.
B. Le test d’oxydase

L’essais de ’oxydase permet de révéler la production de la phényléne diamine

oxydase par la bactérie. La révélation de cette enzyme se fait a partir d’une culture
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bactérienne ensemencée sur un milieu gélosé en présence d’oxygene et de N-diméthyl
paraphényléne diamine. Ce dernier est un réactif formant un complexe violet au contact de

cette enzyme (Denis et al., 2016).

A T’aide d’une pipette pasteur stérile, une colonie bactérienne bien isolée a été

prélevée puis déeposee sur le disque pré-imprégné par le réactif.

Apres 30 secondes environ d’incubation a température ambiante, la lecture a été faite

comme suit :

% Si le disque prend une teinte violette : le substrat a été oxyde, la bactérie est oxydase

positive.

®,

% S’il reste incolore : la bactérie est donc oxydase négative.
C. Le test de coagulase

Parmi les cocci Gram positive, seules les souches de Staphylococcus aureus
déterminent la coagulation des plasmas citratés humains ou de lapin dans un délai de 24
heures. A partir des cultures pures et jeunes des staphylocoques sur milieu Baird Parker, un
ensemencement du bouillon BHIB a été réalisé. Ce dernier a été incubé a 37°C pendant 18
heures. Le lendemain, le plasma du lapin lyophilisé a été reconstitué en ajoutant 2ml d’eau

distillée stérile a chaque tube puis agité légérement en évitant la formation de mousse.

Dans des tubes a hémolyse, 0.5ml du plasma dissous additionnée de 0.5ml de la
culture en bouillon du staphylocoque a tester ont été mélangés et incubés au bain marie a
37°C pendant 24 heures. Des lectures toutes les heures au moins pendant les quatre premieres

heures ont été effectuées.
111.6.3.4. Caractere hémolytique

Ayant un r6le important dans la pathogénicité des microorganismes, 1’hémolysine est

une toxine de nature protéique produite par certaines bactéries, provoquant I’hémolyse.

Le test d’hémolyse sur gélose au sang est un critere de selection tres important

permettant de cultiver un large éventail de microorganismes d’importance indicative.

Ce test a été adopté dans notre eétude pour I’identification présomptive des especes de

Bacillus et de Lactobacillus isolées sur milieu MRS et Mossel.

Pour y parvenir, des géloses au sang de mouton a 5% ont été ensemencées en stries par

les souches pures préalablement isolées sur les milieux sélectifs cités au-dessus puis incubées
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a un temps et température adaptés.

Aprés 24 a 48h d’incubation a 37°C, I’aspect de la gélose autour des colonies a été

examiné et les schémas d’hémolyse typiques obtenus ont été notés :

% L’hémolyse o (partielle): se présente sous forme d’une zone verdatre, étroite et a

bords flous due a une dégradation incompléte de 1’hémoglobine.

X/
°e

L’hémolyse B (totale) : s’avere sous forme d’une auréole claire, assez souvent large

et a bords nets due a une digestion complete de I’hémoglobine.
% L’hémolyse y (pas d’hémolyse) : aucune modification du milieu n’est observable.
111.6.3.5. Identification biochimique des isolats bactériens

Bien que, I’apparence macromorphologique des colonies bactériennes, la
micromorphologie des bactéries apres coloration, leurs caractéristiques de croissance, leur
odeur, leur pigmentation, leur caractére hémolytique sur gélose au sang permettent au
bactériologiste de se diriger vers une famille bactérienne ou un genre bactérien spécifique ; ils

ne sont pas suffisamment distinctifs pour avoir I’identité d’une espéce (Denis et al., 2016).

A cet égard, I’identification précise des espéces bactériennes fait appel & des galeries

d’identification biochimique manuelles ou automatisés (Denis et al., 2016).

Le type, universellement employé, des galeries d’identification biochimique s’agit du
systeme API® de bioMérieux (France). Ce dernier a été adopté dans notre étude pour
I’identification a la fois des bactéries a Gram positif et a Gram négatifs.

A. Principe général des galeries biochimiques

Les galeries biochimiques miniaturisés se compose d’une série de microcupules dites :
tubules, contenant chacun un substrat déshydraté correspondant a un test biochimique
spécifique avec lequel les microorganismes réagissent difféeremment. Chaque tubule est
ouvert a son extrémité supérieure permettant de les remplir de liquide et de les placer dans des

conditions particulieres (Denis et al., 2016).

Afin d’obtenir des résultats reproductibles et comparables, le systtme API® de
bioMérieux (France) a tracé une démarche expérimentale. En premier lieu, un inoculum
bactérien des isolats a tester est préparé a raison 0,5 McFarland pour I’API 20E, I’API
20NE et I’API Staph. Cependant pour I’API 50 CHB la suspension bactérienne doit

correspondre a 2 McFarland. Ensuite, un volume de 5 ml d’eau distillée stérile est réparti
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dans les alvéoles du fond pour humidifier I’atmosphére. Pour les substrats dont le nom est
encadré (CIT par exemple), il convient de remplir la cupule. Tandis que pour ceux soulignés
(ADH, etc.), le volume doit étre compléter avec de I’huile de paraffine pour créer
I’anaérobiose et empécher les composés volatiles synthétisés lors de la réaction de s’échapper
du tube. Au terme de I’incubation de 18 a 48 heures a une température adaptée, on procédera
a la lecture des resultats. Un virage de couleur du milieu dans le tube, signifie que le test est
positif. Par la suite les résultats sont résumes dans un tableau et interprétés pour définir le

nom de I’espece.
B. Galerie API 20E

La galerie API 20E est préconisée pour ’identification des entérobactéries et d’autres
bacilles & Gram négatif non fastidieux. C’est pourquoi nous 1’avons opté pour identifier les

souches d’entérobactéries isolées sur les milieux EMB, Hektoen et gélose a 1’eau de mer.

A partir d’un inoculum de 0.5 McFarland, les cupules préalablement hydratées sont

ensemencées puis incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Aprés incubation, certains réactifs (VP1 et VP2, Kovacs, TDA) ont été ajoutés a
quelques tests (VP, IND, TDA) respectivement. Puis, la lecture de la galerie a été faite en se
référant au tableau de lecture. Toutes les réactions spontanées ont été notées sur la fiche de
résultat et 1’identification a été réalisée a partir logiciel d’identification APIWEB™

bioMérieux (France).
C. Galerie API 20NE

La galerie API 20NE est recommandée pour I’identification des bacilles a Gram
négatif non entérobactéries et non fastidieux. Par conséquent, nous 1’avons opté pour
identifier les souches de Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter etc. probablement isolées

sur les milieux EMB, Hektoen et gélose a I’eau de mer.

Le fond et le couvercle d’une boite d’incubation ont été réunis. Une quantité d’eau
distillée sterile a été répartie dans les alvéoles du fond. Puis, la galerie a été déposée
stérilement dans la boite d’incubation. Un inoculum de 0,5 McFarland a été préparé en faisant
dissoudre 1 a 4 colonies bactériennes jeunes, morphologiquement identique sur 1’un des

milieux, dans I’API NaCl 0,85% Medium.

A P’aide d’une pipette Pasteur stérile, les compartiments de la galerie ont été remplis

avec la suspension bactérienne tout en évitant la formation de bulles d’air : pour les caracteres
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(NO3, TRP, ESC, GEL et PNG), seul le tube a été rempli avec la suspension bactérienne.
Pour les substrats dont le sigle est souligné (GLU, ADH, URE), les tubes ont été remplis avec

la suspension bactérienne et la cupule avec de I’huile de paraffine.

Un volume de 200ul (correspondant a 8 gouttes) de la suspension précédente a été
transféré dans une ampoule AUX Medium. Puis, il a été bien homogénéisé. Par la suite, a
I’aide d’une pipette Pasteur stérile, les compartiments restant de la galerie ont été remplis tout
en évitant la formation de bulles d’air : pour les substrats dont le sigle est encadré (du GLU a
PAC), le tube et la cupule ont été rempli entiérement avec la suspension bactérienne en

veillant & créer un niveau horizontal ou légerement convexe, mais jamais concave.

La galerie a été refermée, étiquetée puis incubée a une température de 37°C pendant
24 a 48 heures. Aprés incubation, certains réactifs (VP1 et VP2 ; James ; NIT1, NIT2 et Zn)
ont été ajoutés a quelques tests (VP ; TRP ; NO3), respectivement. Puis, en se référant au
tableau de lecture, la lecture de la galerie a été faite. Toutes les réactions spontanées ont été
notées sur la fiche de résultat et I’identification a été réalisée a partir logiciel d’identification
APIWEB™ bioMérieux (France).

D. Galerie API Staph

L’API Staph a été utilisée dans notre investigation pour identifier les Staphylococcus

et les Micrococcus a partir des souches pures isolées sur milieu Baird Parker.

Pour cette raison, la méme procédure d’inoculation de la galerie API 20E a été suite ici
a I’exception de la suspension bactérienne qui a été réalisée dans I’ API Staph Medium au lieu
de I’eau physiologique et les réactifs ajoutés aprés incubation pour la révélation de certains
tests: VP1 et VP2 pour le VP, NIT 1 et NIT 2 pour le test NIT et ZYM A et ZYM B pour le
test PAL.

E. Galerie API 50 CHB

La galerie API 50 CHB est un systéme standardisé¢ destiné a 1’identification des
Bacillus et apparentés, associant 50 tests biochimiques et permettant 1’étude du métabolisme

des hydrates de carbone.

Hormis les mediums utilisés pour la préparation des inoculums d’opacité 2 McFarland,
14 galeries API1 50 CHB et API 20E ont été inoculées a partir des cultures jeunes isolées sur

milieu Mossel et MRS en suivant les mémes étapes énumerés au-dessus.
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En fait, pour chaque isolat, deux suspensions bactériennes ont été préparées en vue
d’inoculer I’API 50 CHB et son API 20E associée :

% Pour I’API 50 CHB : un inoculum d’opacité 2 McFarland a été préparé a partir de
plusieurs colonies dissoutes dans une ampoule d’API 50 CHB Medium. Puis, il a été
bien homogénéisé. Tout en évitant la formation de bulles d’air, ’API 50 CHB
Medium ainsi préparé a été réparti dans les tubes seulement de la galerie API
S50CHB.

s Pour I’API 20E: une suspension d’opacité 2 McFarland a été préparé a partir de
plusieurs colonies identiques dissoutes dans une ampoule d’API NaCl 0.85%
Medium. Puis, elle a ét¢ homogénéisée. Tout en évitant la formation de bulles d’air,
I’ API NaCl 0.85% Medium ainsi preparé a été réparti seulement dans les 12 premiers
tubes de la galerie APl 20E.

Les galeries inoculées ont été refermées, étiquetées puis incubées a 30°C pendant 24 et
48h.

Deux lectures ont été effectuées. Une 1% lecture aprés 24 heures d’incubation : pour
I’API 50 CHB, I’acidification des milieux révélée par un virage de couleur (rouge au jaune a
I’exception d’esculine au noir) a été recherchée puis notée. Pour I’API 20E, le virage de

couleur des différents milieux a été noté sans aucun ajout de réactifs.

Une 2°™ Jecture est faite aprés 48 heures d’incubation : pour I’API 50 CHB, si un test
initialement positif devient négatif, seul le résultat positif a été pris en considération. Il s’agit
d’une alcalinisation due a la synthése d’ammoniaque a partit des peptones. Pour 1I’API 20E,

I’addition des réactifs a été effectuée et la lecture a été faite en se référant a la notice API 20E.

Le profil biochimique ainsi obtenu apreés la lecture finale des galeries a été identifié a
I’aide du logiciel d’identification APTWEB™ bioMérieux (France).
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L’échantillonnage est un point clé pour 1’obtention de résultats valides. Sa bonne mise
en ceuvre nous permet d’obtenir une bonne représentativité de 1’échantillon prélevé (Pointurier,
2003). Pour se faire, il faut choisir des échantillons représentatifs, définir le lieu et les conditions
de prélevement et les acheminer dans les bonnes conditions au laboratoire d’analyse. Afin de
concrétiser I’objectif de notre étude, douze échantillons d’oursins violets correspondant a douze
tubes digestifs et douze gonades ont été isolés de deux régions de Bejaia, a savoir : la Brise de
mer et les Aiguades. Ensuite, une estimation et une caractérisation phénotypique de la

biodiversité de ces échantillons a été effectuée.

Tout d’abord, un dénombrement sur milieu PCA a été réalisé en vue d’estimer la densité

bactérienne présente dans les échantillons.

Plus tard, nous avons procéder a un isolement sélectif de nos échantillons sur des
milieux spécifiques permettant la croissance et I’identification de certains types de bactéries,

suivi d’une purification sur les mémes milieux appropriés.

Enfin, nous avons soumis les isolats obtenus a des tests de caractérisation
phénotypique, notamment une coloration de Gram, des tests d’orientation enzymatique
(catalase, oxydase et coagulase), des tests d’hémolyse et des tests biochimiques (galerie API
20E, API 20NE, API Staph et API 50 CHB).

IV.1. Caractéristiques morphologiques des oursins

Les caractéristiques morphologiques des oursins y compris : leur poids, leur forme, la
couleur et la consistance de leur coquille ainsi que la couleur et la longueur des piquants sont
mentionnées dans le tableau IV. En ce qui concerne le sexe des oursins, il n’a été déterminé

qu’apres dissection.

Les douze individus échantillonnés des deux sites ont un poids qui varie de 23 a
46.90g. Aprés avoir déterminé le sexe de ces individus échantillonnés, on a constaté que cing
individus sur douze sont affiliés au sexe femelle dont quatre sont récoltés de la Brise de mer.
Cependant, sept individus des douze individus récoltés sont du sexe mal, dont la majorité sont

de la région des Aiguades.

Nos résultats corroborent avec ceux obtenus par Bouiba et ses collaborateurs (Bouiba?
et al., 2024). D’aprés ces derniers, la divergence dans la distribution des individus male et
femelle de Paracentrotus lividus peut étre influencée par un ensemble de facteurs parmi, on
citera la richesse en source de nutriment du site, la pollution et I’activité humaine (Fernandez

et Boudouresque, 2000).
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Tableau IV: Caracteéristiques morphologiques des individus d’oursins échantillonnes.
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AlG6 ; B1: signifie oursin 1 de la Brise, ...

Al 1: signifie oursin 1 des Aiguades, ...

F : Femelle ; M : Male.

D’autre part, les résultats de la morphologie externe de Paracentrotus lividus exprime

une distribution homogéne de ce caractére entre les différents sites soit la Brise de mer ou les

Aiguades.
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IV.2. Aspect macroscopique des organes

Le tube digestif des oursins collectés présente une forme de faisceaux, une texture molle
et une faible viscosité, tandis que leurs gonades se présentent sous forme de bandes avec une

texture molle (Tableau V).

Les gonades males apparaissent avec une couleur claire (orange ou brune) par contre les
gonades femelles apparaissent avec une couleur plus foncée comme de I’orange foncé ou du

violet avec une texture granuleuse.

Nos résultats concordent avec ceux obtenues par Lourenco et ses collaborateurs. Selon
ces résultats, les femelles montrent un taux plus élevé d’ceufs orange vif, attribué aux

concentrations de caroténoides au sein des gonades (Lourenco et al., 2022).

La couleur distincte des gonades de P. lividus est le résultat de 1’accumulation de
pigments caroténoides dans ses tissus. En fait, cette derniére est affectée par un ensemble de
facteurs environnementaux et physiologiques tels que : le sexe des oursins et le niveau de
maturité des gonades, le régime alimentaire et la saison. Cependant, quelle que soit la source
de caroténoides, les femelles se caractérisent par une couleur plus prononcée par rapport aux
males. Cette divergence est accordée au métabolisme et au mécanisme de stockage des

caroténoides chez les femelles (Lourenco et al., 2022).

Tableau V: Aspect macroscopique des organes extraits.

Les tubes digestifs

Echantillons de la Brise Echantillons des Aiguades

B1 Couleur : Marron, noir + Petites Al'l Couleur : Marron-vert, noir + Petites
granules jaune-verdatre granules jaune
B2 I Al 2 Marron vert + Petites granule jaunes
B3 I Al 3 I
B4 I Al 4 I
B5 I Al 5 I
B6 I Al 6 1l
Les gonades

Echantillons de la Brise Echantillons des Aiguades
Bl Rouge-orangé + Granules verts All Orange
B2 Brun-orangé Al 2 Marron
B3 Orange + Granules verts Al 3 Orange, marron
B4 Brun-orangé Al 4 Orange foncé
B5 Marron Al 5 Orange clair
B6 Orange Al 6 Orange fonce
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1V.3. Diversité bactérienne des microbiotes de Paracentrotus lividus
1VV.3.1. Dénombrement de la flore mésophile totale

La gélose PCA est un milieu de croissance non sélectif couramment utilisé pour

évaluer la croissance bactérienne « totale » ou « viable » d’un échantillon.

Aprés incubation a 37°C pendant 72heures, le nombre total de bactéries (exprimé en
UFC) a été déterminé a partir des 24 spécimens (tubes digestifs + gonades) provenant des 2

sites d’échantillonnage (Annexe I1).

D’apres les résultats obtenus, quoi que ce soit ’organe en cause (tube digestif ou
gonades), les échantillons provenant des Aiguades montrent une forte charge microbienne par
rapport a ceux provenant de la Brise de mer. Cette divergence peut étre reliée a la variation du
degré de pollution de ces deux zones. Encore, les tubes digestifs (52.4%) représentent une
abondance microbienne importante par rapport a celle des gonades (47.6%) (Figure n°15).
Cette abondance dans le tube digestif peut étre liée au régime alimentaire et aussi a
I’antagonisme chimique qui peut structurer le microbiome de Paracentrotus lividus (Laport et
al., 2018).
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Figure n°15: Résultats de dénombrement bactérien effectué sur milieu PCA.
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1VV.3.2. Evaluation de la diversité du microbiote de I’oursin

Afin d’explorer la diversité des microbiotes d’oursin violet, le microbiote de 12 tubes
digestifs et 12 gonades a été analysé par une approche cultivable, donnant lieu a plus de 80

isolats.

Parmi ces isolats, 30% ont été développé sur milieu EMB, 17,5% sur milieu MRS,
16,25% sur milieu Mossel, 13,75% sur milieu Baird Parker, 13,75% sur milieu Hektoen et
8,75% sur gélose a I’eau de mer. Ce qui pourra confirmer notre hypothése concernant la

diversité du microbiote de Paracentrotus lividus (Figure n°16).

L’analyse des résultats obtenus a mis en évidence la présence : des microbiotes
spécifiques et sélectionnés chez ’oursin et des variations inter- et intra-individuelle de ces
microbiotes. Cette variabilité peut étre attribuée a la composition chimique, la densité et la

nature de la nourriture retrouvée par 1’oursin dans les sites d’échantillonnages (Annexe I11).

H Baird Parker
16,25% H Mossel
MRS
H Hektoen
H EMB

u Eau de mer

Figure n°16: Pourcentage des isolats obtenus sur chaque milieu ensemencé.

Lorsqu’une cellule bactérienne est placée dans un milieu de culture convenable et
lorsque les conditions physico-chimiques approchant des conditions de leur écosysteme
naturel, elle va assurer ses biosyntheses, augmente de taille puis se divise. Cette croissance

s’avere sous forme de colonies caractéristiques sur chaque milieu de culture (Figure n°17).

Afin d’identifier une souche microbienne, la premiere étape du biotypage est la
description macroscopique des colonies bien isolées. Parfois, cette seule étude permet de

connaitre le germe en cause car les colonies sont vraiment typiques.
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Le tableau dans I’annexe 1V illustre la macromorphologie des isolats sur les différents

milieux de culture testés.
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E

Figure n°17: La macromorphologie des isolats sur les différents milieux de culture testés. A. Sur
milieu Baird Parker ; B. Sur milieu Mossel ; C. Sur milieu MRS ; D. Sur milieu Hektoen, E. Sur

milieu EMB et F. Sur gélose a I’eau de mer (Prises par moi-méme).
1V.3.3. La caractérisation phénotypique du microbiote de I’oursin

En se basant sur la similarité entre les isolats, 77 isolats sont sélectionnés des 80 isolats.

Ces derniers sont soumis a la caractérisation phénotypique.

L’identification présomptive des souches isolées a été faite sur la base des
caractéristiques culturales sur gélose Baird Parker, Mossel, MRS, Hektoen, EMB et gélose a
I’eau de mer associée a 1I’examen direct par coloration de Gram, complétée par des tests
biochimiques complémentaires, & savoir: la recherche d’une catalase, oxydase et coagulase,
test d’hémolyse et les galeries biochimiques classiques disponibles (APl 20E, API 20NE, API
Staph et API 50 CHB).

Cette approche phénotypique basant sur 1’aspect macroscopique sur les différents
milieux nous a apporté différents aspects concernant les différents milieux sélectifs utilisés,
indiquant la variété bactérienne présente a la fois dans le microbiote intestinal et les gonades

de nos oursins (Figure n°17).
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Les examens microscopiques directs des colonies ayant poussées sur les milieux
sélectifs utilises montrent un polymicrobisme (Annexe V). En effet, on y distingue des cocci
immobiles, isolés, par paire ou groupés en grappes et/ou en tétrades sur milieu Baird Parker,
Mossel et MRS (Figure n°18) et des batonnets courts ou longs, isolés, en diplobacilles parfois

en chaine, certains mobiles (par ciliature péritriche) et d’autres immobiles sur milieu Hektoen,

EMB, Mossel, MRS et gélose a I’eau de mer.

,.L.'_' s
Figure n°18 : Etat frais d’une colonie isolée sur milieu Baird Parker.

.
A~ Ly
Ed

II convient de souligner que les microbiotes de I’oursin violet étaient principalement
composés de bactéries mobiles (59.6%). En fait, quel que soit I’organe en question, les
proportions des bactéries mobiles isolées des échantillons provenant de la Brise de mer étaient

significativement plus élevées que celles des Aiguades.

Encore, 77% des isolats issus des gonades étaient mobiles contre seulement 47.5% des
souches isolées des tubes digestifs (Figure n°19).
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Figure n°19: Pourcentage des espéces bactériennes mobiles et immobiles isolées.
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Selon les résultats obtenus, la composition des microbiotes (tube digestif et gonades) de
Paracentrotus lividus était globalement dominée par les bactéries Gram négatives qui
représentait plus de la moiti¢ de I’abondance totale avec une moyenne de 70%, et dans une

moindre mesure, par les bactéries Gram positives 30% (Annexe V) (Figure n°20).

Pour étre plus preécis, parmi les 77 isolats caractérisés : 73,4% de bactéries isolées des
gonades etaient Gram négatif, tandis que 26,6% étaient Gram positif. Cependant, 68,5% de
bactéries isolées des tubes digestifs étaient Gram négatif, alors que 31,5% étaient Gram
positif.

La figure n°21 illustre les différentes proportions de bactéries Gram positives et Gram
négatives obtenues

t///’i-t

TDAI1.1

| A B c

Figure n°20: Coloration de Gram de quelques isolats. A. Bacille @ Gram négatif isolé sur milieu
Hektoen ; B. Cocci & Gram positif isolé sur milieu Baird Parker et C. Bacille & Gram positif isolé sur

milieu Mossel (Prise par moi-méme).
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Figure n°21: Les proportions de bactéries Gram positives et Gram négatives obtenues.
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Durant nos expéerimentations nous avons pu exploiter le volet du potentiel

enzymatique des isolats a savoir la catalase, I’oxydase, la coagulase et ’hémolyse.

Au contact de chaque colonie isolée avec le peroxyde d’oxygene, une effervescence
plus au moins importante a été noté. En effet, les bactéries composant le microbiote intestinal
et le systéme reproducteur (gonades) de I’oursin violet Paracentrotus lividus étaient
principalement catalase positif (100%) (Annexe V) (Figure n°22).

ey

P

()

Figure n°22: Recherche d’une catalase.

D’autre part, 92,2% de la totalité des isolats soient oxydase négative (Annexe V)
(Figure n°23) et 80,2% et 19,9% des bactéries isolées des gonades étaient respectivement

oxydase négative et oxydase positive (Figure n°24). 100% des souches isolées des tubes

digestifs étaient oxydase négative.
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Figure n°23: Pourcentage des espéces ayant une oxydase positive ou négative obtenus.
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Figure n°24: Test d’oxydase.

Sur la base de I’aspect macroscopique et microscopique des colonies isolées sur milieu
Baird Parker, Mossel et MRS, ainsi que leurs caractéristiques enzymatiques, 18 isolats

sélectionnés parmi 38 ont été soumis au test de la coagulase (Annexe V).

Parmi ceux-ci, 03 uniquement ayant le code GAIL ont présentés une coagulase positive,

ce qui confirme que ces isolats sont affiliés a I’espéce de Staphylococcus aureus (Figure n°25).

Figure n°25: Recherche d’une coagulase.

Méme si elles prédominent encore dans de nombreuses pratiques de microbiologie,
I’identification des Bacillus par les méthodes classiques est souvent difficile en raison de
similitudes entre des especes étroitement apparentées partageant un modeéle de caractéristiques
morphologiques, biochimiques et génétiques.

C’est pourquoi, parmi 27 isolats obtenus sur milieu Mossel et MRS, 20 ont été soumis

au test d’hémolyse sur gélose au sang de mouton (5%).
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Bien que 75% des isolats ont présentaient une hémolyse de type a, 15% et 10% des

isolats ont présentaient une hémolyse de type v et B respectivement (Annexe V) (Figure n°26).

Les bactéries composant le microbiote intestinal de P. lividus étaient majoritairement
a hémolytiques (84,6%) et y hemolytiques (15,4%), pendant que celles composant le microbiote
des gonades étaient 57,1% o hémolytiques, 28,6% P hémolytiques et 14,3% y hémolytiques
(Figure n°27).

Figure n°26: Caractére hémolytique de quelques isolats. A. Hémolyse o ; B. Hémolyse 3 et

C. Hémolyse y (Prise par moi-méme).
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Figure n°27: Pourcentage des isolats ayant une hémolyse a, et .

L’évaluation biochimique de nos isolats a fourni des informations supplémentaires sur
les caractéristiques phénotypiques des bactéries isolées.
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Le tableau VI illustre I’ensemble des espéces bactérienne identifiées en utilisant I’ API

20E (Figure n°28), I’API 20NE (Figure n°29), I’API Staph (Figure n°30) et I’API 50 CHB
(Figure n°31).

Tableau VI: Les espéces bactériennes identifiées a I’aide des galeries biochimiques.

Tube digestif

Gonades

Staphylococcus epidermidis
Micrococcus spp.
Staphylococcus lentus
Staphylococcus capitis

Bacillus lentus

Staphylococcus aureus
Staphylococcus xylosus
Micrococcus spp.
Bacillus cereus

Enterobacter cloacae

Citrobacter freundii
Klebsiella oxytoca
Salmonella spp.

Raoultella ornithinolytica

% Klebsiella oxytoca Cronobacter spp.

> Enterobacter cloacae Aeromonas hydrophila gr2

< Kluyvera spp. Kluyvera spp.
Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae 2 Klebsiella oxytoca
Citrobacter youngae Citrobacter youngae
Serratia odoriferal Pseudomonas luteola
Pantoea spp2
Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis
Providencia rettgeri Bacillus cereus
Morganilla morganii spp morganii Providencia rettgeri
Escherichia coli 1 Aeromonas hydrophila 1
Klebsiella oxytoca Pseudomonas oryzihabitans

E Citrobacter amalonaticus Citrobacter freundii

3 Enterobacter cloacae Citrobacter youngae

§ Pantoea spp4

oa)
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Figure n°29: Galerie API 20NE appliquée pour I’identification des bacilles a Gram négatif
non fermentaires.
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Figure n°30: Galerie API Staph appliquée pour I’identification des staphylocoques et

microcoques isolés sur Baird Parker, MRS et Mossel.

Figure n°31: Galerie API 50 CHB appliquée pour I’identification des Bacillus et apparentés
isolés sur milieu MRS et Mossel.
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Les écosystemes marins abritent une diversité notable de microorganismes, notamment
dans I’intestin des macro-organismes. Ces ecosystemes sont vulnérables aux changements
anthropiques, en particulier au réchauffement et a I’acidification des océans (Chiarello, 2017 ;
Hughes et al., 2017).

Malgré que les communautés microbiennes habitant les invertébrés marins jouent un
réle capital dans la condition physique de 1’hote, la médiation d’une résistance aux agents
pathogenes et la tolérance aux perturbations environnementales ; la majeure partie de leur
diversité¢, y compris la variabilité entre les especes et les groupes d’animaux, est encore

largement méconnu (Chiarello, 2017).

Afin de comprendre les interactions existantes entre 1’hote Paracentrotus lividus, son
microbiote et I’environnement, notre étude a été munie entre deux sites géographiques

distincts: la Brise de mer et les Aiguades.

Ces sites d’étude ont été choisis pour diverses raisons. Premiérement, en raison de leur
facilité d’acces et leur exposition a différents degrés de pressions anthropiques. Deuxiemement,
ils se caractérisent par la présence continue de P. lividus tout au long de I’année.
Troisiemement, ils bénéficient d’une situation géographique unique soumise a de
nombreux defis écologiques, notamment a différentes formes de pollution dues aux rejets des

ports et d’entreprises a caracteres industriel, agricole et urbain.

Dans les études dépendantes des cultures bactériennes, savoir quelles sont les espéces
présentes dans les échantillons originaux est critique. Par conséquent, les profils de la
communauté bactérienne des oursins ont été analysés avec 77 isolats provenant du systeme

digestif et reproducteur de 12 spécimens de P. lividus.

Sur la base des caractéristiques morphologiques, les souches ont été sélectionnées,
identifiées phénotypiquement et classées en 4 phyla. Les analyses effectuées ont montré que

peu de souches bactériennes isolées étaient spécifiques a chaque site.

En fait, nos résultats démontrent la présence de trois phyla communs aux Aiguades et
a la Brise de mer a savoir: Pseudomonadota, Bacillota et Firmicutes, contre 1 seul phylum

inclus exclusivement dans les Aiguades : Actinomycetota (Figure n°32).
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Figure n°32: Principaux phyla composant le microbiote de 1’oursin P. lividus isolés sur deux

sites différents.

Par ailleurs, I’existence de microbiotes anatomiques distincts (tube digestif et gonades)
a été décrite. Leur composition était principalement dominée par le phylum des
Pseudomonadota (anciennement Protéobactéries) (72,7%), et dans une moindre mesure, par les
Firmicutes (19,5%), les Actinomycetota (3,9%) et les Bacillota (3,9%) (Figure n°33).

19,50%

3,90%
3,90%

B Firmicutes N Actinomycetota M Bacillota Pseudomonadota (Anciennement Proteobacteria)

Figure n°33: Pourcentage des principaux phyla composant le microbiote de 1’oursin P.

lividus.
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Dans cette étude, nous avons constaté qu’il n’y a pas de différence significative entre
le microbiote composant le tube digestif et les gonades d’oursins, pendant que la composition
bactérienne du systeme digestif des oursins provenant des Aiguades était remarquablement
différente de celle observée chez ceux issus de la Brise de mer. De méme, la constitution
bactérienne des gonades provenant des Aiguades était autre que celles provenant de la Brise
de mer (Figure n°34).
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Figure n°34: Les phylums isolés des organes étudiés provenant de deux sites différents.

Cette constatation, nous a permet de révéler qu’un noyau de microbiote bactérien
formé de membres des phyla Proteobacteria et Firmicutes est établi dans tous les échantillons

analysés, quel que soit 1’organe ou le site d’échantillonnage.

En particulier, un tel noyau comprend la famille des Aeromonadaceae (3,9%),
Enterobacteriaceae  (49,4%), Erwiniaceae  (2,6%), Morganellaceae  (13%),
Pseudomonadaceae (2,6%) et Yersiniaceae (1,3%) appartenant au phylum des

Proteobacteria, ainsi que la famille des Staphylococcaceae (19,5%) appartenant au phylum
des Firmicutes.

Par ailleurs, les taxons minoritaires typiquement liés a la localisation geographique,
représentes par les membres de la famille des Micrococcaceae (3,9%) et Bacillaceae (3,9%)
appartenant respectivement aux phyla Actinomycetota et Bacillota, constituaient la partie la

plus variable de la structure des microbiotes bactériens d’oursin.
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La figure n°35 illustre I’ensemble de souches bactériennes isolées par analyse culture-
dépendante. Elle révéle une diversité significative parmi les isolats provenant des 2 sites

d’échantillonnage avec une dominance notable des entérobactéries.

Compte tenu des souches identifiées dans les 2 sites de collecte (Figure n°36A), seules
5 souches (Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella oxytoca, Enterobacter

cloacae et Citrobacter youngae) ont été partagees entre les oursins collectés.

A partir des échantillons des Aiguades, 13 souches spécifiques ont été trouvées, a
savoir: Staphylococcus aureus, S. xylosus, S. lentus, S. capitis, Micrococcus spp., Bacillus
lentus, Kluyvera spp., Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae2, Serratia odoriferal, Pantoea
spp2, Cronobacter spp., Aeromonas hydrophila gr2 et Pseudomonas luteola ; contre 10
souches exclusivement inclues dans la Brise de mer, notamment: Aeromonas hydrophilal,
Citrobacter freundii, Pseudomonas oryzihabitans, Providencia rettgeri, Raoultella
ornithinolytica, Pantoea spp4, Salmonella spp., Escherichia coli, Citrobacter amalonaticus et

Morganilla morganii spp morganii.

Lorsque la répartition des souches a été analysée entre les organes provenant du méme
site ou non, cing souches bactériennes étaient partagées entre le tube digestif et les gonades
des Aiguades (Figure n°36B), trois entre le tube digestif et les gonades de la Brise de mer
(Figure n°36C), trois entre les tubes digestifs provenant des Aiguades et la Brise de mer
(Figure n°36D) et seulement deux partagées entre les gonades issues des differents sites
(Figure n°36E). La figure n°36F démontre les souches partagées par les différents organes

et sites de collecte des oursins.
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Figure n°35: Les souches bactériennes isolées par analyse culture-dépendante (Réalisé par

moi-méme-EdrawMax).
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Figure n°36: Nombre de souches bactériennes communes et uniques présentées dans les organes (tube
digestif et gonades) de I’oursin P. lividus collectés sur deux sites différents. Des diagrammes de Venn
ont été construits en tenant compte de toutes les souches bactériennes identifiées (Réalisé par moi-
méme-Venny 2.1.0).
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La présence de bactéries au sein des invertébrés marins présente des avantages a la
fois pour les bactéries et pour I’hdte. En fait, les microorganismes peuvent fournir aux cellules
hétes des sources alternatives de carbone, de protéines et d’énergie ainsi que 1’hydrolyse de

composés organiques complexes (Laport et al., 2018).

A son retour, 1’hdte fournit aux microorganismes un environnement stable, exempt de

prédateurs (Laport et al., 2018).

Paracentrotus lividus, une espece utilisée comme animal modeéle dans les études éco-
toxicologiques et largement appréciée pour ses gonades (Khaili et al., 2024), est constamment
exposeés a de fortes concentrations de microorganismes dont certains sont pathogenes (Laport
etal., 2018).

En effet, des asymétries individuelles dans la composition des microbiotes bactériens

des oursins ont été rapportées par plusieurs auteurs (Faddetta et al., 2020).

Par exemple, Enomoto et al. (2012) ont signalé une structure distincte du microbiote
bactérien chez les échinodermes. Ces découvertes, couplées au fait que le liquide ceelomique
des échinodermes est en équilibre dynamique avec I’environnement marin, soulévent des
questions sur la stabilité de la composition du microbiote intestinale et gonadique des oursins

individuels selon les saisons et les sites géographiques (Faddetta et al., 2020).

Ce point a été abordé dans la présente étude en décrivant et en analysant de maniére
comparative le microbiote bactérien résidant dans le tube digestif et les gonades d’oursins

collectés sur deux sites géographiques distincts.

Sur la base des donnés obtenus, nos résultats concordent parfaitement avec les études
antérieures réalisées sur les microbiotes des oursins. L’ensemble de ces études fait part d’ une
composition bactérienne distincte et omniprésente, visiblement différente de la communauté
bactérienne des aliments ingérés, de 1I’environnement marin et des féces évacuées dépendant
de nombreux facteurs, parmi lesquels I’affiliation taxonomique de I’hote, le compartiment

anatomique ciblé, ’environnement etc. (Hakim et al., 2016).

A titre d’exemple, une étude récente réalisée sur I’impact du réchauffement océanique
sur le microbiome d’oursin commun suggere que les augmentations de la température de I’eau
de mer induites par le climat dans un avenir proche pourraient modifier la composition et la
fonction de la communauté microbienne et avoir un impact sur la physiologie digestive et

immunitaire des oursins (Brothers et al., 2018).
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Une autre hypothese suggéreée par la présence de souches spécifiques présentes
uniquement dans un microbiote et absentes dans un autre, était la sélection du microbiote. Qui
et comment a été effectuée cette sélection : par 1’hdte, par le microbiote lui-méme ou par

I’holobionte ? C’est la question qui se pose (Laguerre, 2021).

Chez les échinodermes, plusieurs études affirment qu'une imprégnation des larves par
les communautés bactériennes de 1’environnement (transmission horizontale), s’effectue en
premier lieu par 1’épiderme dés les premiers stades embryonnaires, ensuite par le systéme
digestif pour les stades larvaires qui s’alimentent. Outre cet enrichissement temporel quantitatif,
le microbiote évolue en fonction du stade larvaire, en qualité (Carrier et Reitzel, 2020). Par
ailleurs, la présence de nombreux taxons communs entre 1’eau de mer et les microbiotes des
échinodermes, notamment celui de P. lividus pose I’hypothése d’une transmission horizontale
avec I’environnement (Nakagawa et al., 2017), pendant que la présence de taxons spécifiques
des les premiers stades de vie pose I’hypothése d’une sélection précoce par 1’holobionte

(Asmani et al., 2016).

Par conséquent, notre étude portant sur 1I’analyse de la diversité bactérienne de 1’oursin
violet P. lividus, a mis en évidence des microbiotes spécifiques et sélectionnés par rapport aux

communautés bactériennes.

Conformément aux observations de Laport et al. (2018) et Faddetta et al. (2020), le
profil bactérien de 1’oursin P. lividus a révélé d’une part, une occurrence quasi exclusive des
Pseudomonadota, un des principaux phyla marins impliqués dans les cycles d’azote, carbone

et soufre, ayant un réle clé dans le recyclage de la matiére organique dissoute.

Ce phylum majoritaire était également I’un des phyla les plus isolées par Meziti et ses
collégues et Nelson et ses collegues a partir des organismes marins. Il occupait les mémes rangs
d’abondance, dans les microbiotes d’autres échinodermes, ou chez d’autres invertébrés marins.
D’autre part, des taxons minoritaires notamment Actinomycetota et Bacillota typiquement liés
a ’emplacement géographique et/ou a I’espéce ont été identifiés. Ils constituaient la partie

variable du microbiote bactérien de 1’oursin (Meziti et al., 2007).

Ces résultats pourraient : affirmés que la composition du microbiote peut varier, en
termes de diversité et d’abondance, en fonction de différents facteurs, de 1’environnement, de
I’hote, ou du microbiote lui-méme ; refléter des stimuli environnementaux et
physiologiques pour chaque individu de P. lividus, pouvant étre treés variables dans les zones

proches des régions fortement anthropisées (Faddetta et al., 2020).
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L’influence des facteurs environnementaux sur le microbiote des oursins peut
s’expliquer par leur mode de vie benthique, leur hétérogénéité a petites echelles spatiales, ainsi
que par la variation spatiale et temporelle des facteurs abiotiques et biotiques (pollution,

pathogenes etc.) (Laguerre, 2021).

En outre, la distribution des communautés microbiennes dans un écosysteme aussi
unique et compartimenté suggére soit un attribut sélectif de 1’hdte pour favoriser la croissance
de membres microbiens clés, une stratégie de vie microbienne sélectionnant I’environnement
intestinal et gonadique de 1’h6te comme propice a la croissance et a la division ou une

combinaison complexe des deux circonstances (Hakim et al., 2016).

Il convient de mentionner que tous les phyla identifiés dans la présente étude ont été
précédemment décrits comme communément associés aux écosystemes marins et en particulier

aux invertébrés marins.

Ces phyla pourraient avoir des roles métaboliques et physiologiques importants chez
leurs especes hétes, un rble présumé dans le développement embryonnaire de P. lividus et
occuper différentes fonctions depuis la dégradation des composés organiques, jusqu’a la
production de peptides antibactériens ou a 1’inverse responsables de réactions pathogenes

(Desriac et al., 2013 ; Boraiy, 2018 ; Faddetta et al., 2020).

Chez les échinodermes, 1’impact de la maladie sur le microbiote a été décrit chez les
oursins. En effet, I’évolution d’une pathologie a pour conséquence une modification des
microbiotes des compartiments anatomiques affectes. Ces modifications s’accompagnent d’une
diminution de la richesse et la diversité, traduisant le développement des microorganismes
pathogeénes et/ou opportunistes, et conduisent, inexorablement, a une dysbiose (Laguerre,
2021).

Quoique le Vibrio constitue 1I’un des principaux genres isolés du milieu marin, sa faible
prévalence ou son absence parmi les souches fréquemment isolées des oursins, souléve de

nombreuses questions.

Toutefois, de nombreux travaux récents ont prouvées que P. lividus maintenu dans des
conditions non polluées, était apte d’éliminer efficacement les bactéries pathogénes, entre
autres Vibrio sp. et Aeromonas sp., connus pour étre mortel pour cette espéce (Bottger et
McClintock, 2009). Cela, justifie probablement la faible fréquence d’isolement des Vibrio a

partir d’oursins sains.
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Il est important de souligner qu’apres isolement sélectif des échantillons sur milieu
Mossel et MRS, des souches appartenant au phylum des Pseudomonadota ont été identifiées.
Vu qu’il s’agit des milieux destinés a la sélection des Gram positifs et donc a I’inhibition totale

des Gram négatifs, il apparait soupconneux.

Ce constat peut probablement s’expliqué par le fait que dans un écosystéme donnég, les
bactéries peuvent acquérir un ADN exogene. En fait, les bactéries disposent de différentes
méthodes pour transférer I’ADN d’une cellule a une autre a savoir : la transformation,
correspondant a 1’incorporation d’un ADN extracellulaire, linéaire ou circulaire, libéré par la
lyse de cellules mortes ou de particules virales ou excrété par des cellules viables (Prescott et
al., 2003 ; Zaneveld et al., 2008) et la transduction, consistant en 1’acquisition de séquences
d’ADN par la bactérie suite a une infection par un bactériophage.

A la lumiére de cette étude, nous avons montré que la diversité bactérienne de 1’oursin
violet P. lividus peut varier en fonction des conditions environnementales dans lesquelles se

trouve.

Nos résultats fournissent non seulement une source inexplorée et inexploitée de diversité
microbienne, mais pourraient également étre utiles pour décoder les fonctions biologiques du
microbiote des échinodermes et comprendre les réles des bactéries dans leur physiologie et
écologie, notamment leur capacité de détecter a la fois le stress biotique et abiotique ainsi de

reconnaitre, transformer et éliminer de nombreuses matiéres potentiellement nocives.
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Conclusion

La biodiversit¢ peut étre déclinée a différentes échelles d’organisation, depuis

I’écosystéme jusqu’au geéne.

Au cours des dernieres années, de nombreuses approches intégratives a la croisée des
disciplines ont été développées pour explorer le systéme environnement, héte et microbiote
d’un large éventail d’échinodermes. Celles-ci, ont montré que la structure et la composition
du microbiote sont influencées par 1’écologie et la géographie du site d’échantillonnage, la

saison, le stade de vie de 1’hote et 1’état de santé, entre autres facteurs.

A la lumiére de ces résultats, notre étude a justement visée & étudier la biodiversité

entre et a I’intérieur des individus d’une méme espéce, « Paracentrotus lividus ».

L’analyse des microbiotes de deux compartiments anatomiques de Paracentrotus
lividus, le tube digestif et les gonades, sur deux sites différents répond a la question de la
spécificité du microbiote a 1’échelle intra-anatomique. Des microbiotes spécifiques et distincts
sont associés a chacun des deux compartiments anatomiques étudiés, argumentant en faveur
d’une spécialisation anatomique. Des variations spatio-temporelles des microbiotes ont été
observées, cependant, une part des microbiotes s’est avérée prévalent, démontrant 1’existence
de core microbiote. La présence de ce core microbiote dominant (Pseudomonadota) et de
taxons spécifiques minoritaires (Firmicutes, Actinomycetota et Bacillota) pose la question du

role des microbiotes chez I’holobionte, et de leur acquisition durant la vie de I’hote.

Au terme de ce travail, le constat est que ces souches sont géo-spécifiques. En effet,
les résultats que nous avons obtenus dévoilent la variabilité des microbiotes des oursins d’une

région a I’autre, mettant en avant I’influence de 1’écosysteéme sur cette diversité.

Cette recherche fournira des informations sur les microbiotes des humains et servira de
modéle animal important. De ce fait, Il serait intéressant de mieux explorer la biodiversité
chez I’oursin, en mettant 1’accent sur la relation mutualiste entre I’hote et son microbiome,
ainsi qu’entre les espéces bactériennes, leurs roles et leurs effets sur la physiologie et

I’immunité de Paracentrotus lividus.

A souligner, I’identification des espéces bactériennes hébergées par Paracentrotus
lividus avec une approche génotypique, pourra contribuer a améliorer les connaissances sur le

microbiote de ’oursin.
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Annexe |

Composition des milieux de culture utilisés (pour 1L d’eau distillée) (Joint et al., 2010 ;
Denis et al., 2016 ; Touati, 2023).

Bouillon cceur-cervelle (BHIB)

=  Coeur & cervelle, extraits sec de I’infusion ... 5,09/l
m o Peptone deviande ..., 12,0 g/l
B GHUCOSE .. e, 2,09/l
= Chlorure de sodium ... 5,049/l
= Phosphate diSOdIQUE ..........oviuinieiii e 2,59/

= pH 7,4+0.2 3 25°C

Gélose PCA (Plate Count Agar)
B A e 15,0 g/l

B Y PEONE et 5,00/
B OEXtrailtde leVUIE .. 2,59/
B GIUCOSE ..ot 1,09/l

pH 7,0£0.2 4 25°C

Gélose nutritive

m EXtrait de boeuf ... 1,59/l
o EXtraitde levuUre ... 1,59/
B PP ONE .o 5,00/
®  Chlorure de SOiUM ... 5,00/

B A e eeeesnene e 1D,0 0/
= pH7,4+0.2a25°C

Gélose Hektoen

B L ACT0S e e 12,0 g/l
m o Peptone deviande ... ..ot 12,0 g/l
B SACCNAIOSE ...ttt ettt 12,0 g/l
B SIS DIHAITES oo, 9,09/

= Chlorure de SOOiUM ... 500/
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= Thiosulfate de SOTIUM ... ..ot 5,049/l
B OEXtraAltde leVUIE ..., 3,09/
B Al NG oo 2,09/l
= Citrate ammonium ferrique ..........ooooieiiiii i 1,59/l
B FUSCHINE QCIAC . .veeiei e 0,19/
= Bleudebromothymol ........ ..., 0,065 g/l
L o - | PP 15,0 g/l
» pH7,6+0.2a25°C
Gélose EMB (Eosine Bleu de Méthyléne)
N - P 13,59/l
I /0] (0] 1 - PP 10,0 g/l
B LACTOSE .. ettt ettt e 5,049/l
B SACCNAIOSE . vttt ettt e e e 500/
= Phosphate dipotasSiqQUe ..........oeiniieitie e 2,09/l
B B OSINE Y i, 0,4¢g/1
» Bleudemethylene .........ooiiiii 0,065 g/l
» pH7,2+0.22a25°C
Gélose Baird Parker

LI o - | PSP 17,0 g/l
B GIYCING L 12,0 g/l
m Pyruvate de SOTIUM ... 10,0 g/l
B Y PEONE ot 10,0 g/l
m O EXtrait de baeuf ... 5,00/
= Chlorurede lIthium ... ... 5,00/
B OEXtrait de leVUre ..o 1,09/l
= Emulsionde jaune d’ceuf .........ooiiiiii 50,0 g/l
= Solution de tellurite de potassium (1%) ..........ccooeveiiiiiiiiiiiiin, 10,0 g/l

pH 7,0+0.2 a 25°C
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Gélose Mossel

Ty PIONE .o 10,0 g/l
EXtrait de VIANGE ...t 1,0 g/l
D-mannitol ... 10,0 g/l
Chlorure de SOdiUm .........oiiii e 10,0 g/l
Rouge de phenol ... .. ..o 0.025 g/l
POIYMYXINE B ... 1x10° Ul
Emulsion de jaune d’oeuf sterile ..o 100 ml
Y - 13,5 g/l

pH 7,2+0.2 4 25°C

Gélose MRS (deMan, Rogosa, Sharpe)

Prote0SE PEPIONE ...ovvetiet it e 10,0 g/l
EXtrait de boeuf .......ooviiii 10,0 g/l
EXIrait e IEVUIE ..o e, 500/
GIUCOSE ..o e 20,0 g/l
TWEBN B0 .o 1,09/l
Citrate d’ammONIUM ........ouiititit et e e e e aaenenns 2,09/l
Acétate de SOdIUM ... 5,00/
Sulfate de magnesium ... ... 0,19/
Sulfate de MaNQaNESe ........oiuiiri e 0,05 g/l
Phosphate dipotaSsSiqQUe .........c.ouiieiriiet e e 2,09/l
N - 12,0 g/l

pH 6,5+0.2 4 25°C

Gélose a I’eau de mer

Bau de mer filtr ..o 250 ml
AT 15,0 g/l
pH 7.6+0.2 a 25°C
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Annexe 11

Tableau: Résultats de dénombrement bactérien réalisé sur milieu PCA.

Echantillons de la Brise Echantillons des Aiguades
Dilution| 101 | 10° Dilution| 10! | 103
Code Code
Tubes digestifs (TD)
TD B1 37 00 TDAI 1 103 | 04
TD B2 12 04 TD Al 2 120 | 06
TD B3 07 00 TD Al 3 145 | 00
TD B4 16 00 TD Al 4 48 00
TD B5 08 01 TD Al 5 183 | 03
TD B6 IND | 40 TD Al 6 86 00
Nombre total (UFC) 80 45 Nombre total (UFC) 685 | 13
Gonades (G)
GB1 04 00 GAl 1 13 00
GB2 00 00 GAI 2 108 | 00
GB3 10 | 00 GAI 3 42 | 00
GB4 00 00 GAl 4 416 | 32
GB5 13 | 00 GAI 5 20 | 00
GB6 39 | 02 GAIl 6 31 | 00
Nombre total (UFC) 66 02 Nombre total (UFC) 630 | 32
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Tableau: Développement bactérien noté sur les différents milieux ensemencés.

Echantillon

Code

Baird Parker

Mossel

MRS

Hektoen

EMB

Eau de mer

Aiguades

TDAI1

TDAI1 (1)

TDAIL (2)

TDAI4

TDAI4 (1)

TDAI4 (2)

TDAIG6

TDAI6 (1)

TDAI6 (2)

GAIl

GAI 1 (1)

GAI 1 (2)

GAl4

GAIl4 (1)

GAl4 (2)

GAI6

GAI6 (1)

GAI6 (2)

GAI6 (3)

|+ |+ ||| F ]| ]|+

Brise de mer

TDB1

TDB1 (1)

+

+

TDB1(2)

TDB4

TDB4 (1)

TDB4 (2)

TDB6

TDB6 (1)

TDB6 (2)

TDB6 (3)

+ |+ |+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+

GB1

GB1(1)

GB1 (2)

GB4

GB4 (1)

GB4 (2)

GB6

GB6 (1)

GB6 (2)

GB6 (3)

GB6 (4)

+ |+ |+ |+

Pourcentage

(%)

13.75

16.25

175

13.75
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Annexe IV

Tableau: La macromorphologie des isolats obtenus sur les différents milieux de culture

utilisés.

aue||liq asnawiI)| anbedO |swaliD/ayoue|g| 8JUsSqQY |90UssSqQy| 89A8|T | Ja1nNbay | spuoy awJloynound | (1) yaal
ajue||11q asNaWRID [ap1onjsuel | ENo} 9JUssSqY |90Uasqy| axaAu0D | Ja1inbay | epuoy | auuskolN/emad | (2) T9dL
ajue||q asnanbnjy|  anbedQ  [awaiD/aydue|glawai)/ablag| ouelg | anssog |Jainbay| apuoy |apueloeuusko| (T) T9AL
ajue||q asnawial)| anbedo ENo} asoy/ouelg | Je[D | anssog |Jannbali)| apuoy auuako 9IVO
ajue||q asnawial)| anbedo aunep 90UasqQy | auner |axaAuo) |Ja1nbay| apuoy | auuskoN/emed | TIVO

asnawI) aplonjsuell| alreyouelg 90UasSqY  |90UasqY/| 9X8AUOD | 9INPUQ |aJa1jnbaul|[apuels/puuskoN| 91VAL

19SSOIN
ajue||Iq asnawial)| anbedo JION 90UssSqQY |90Uasqy/| 9xaAuU0D | Ja1nbay | apuoy | auudkoN/eMIad | D
ajue||Iq asnawial)| anbedo JION 90UssSqQY |90Ussqy/| 9xaAuU0D | Jalinbay | epuoy | auuskoN/emlad | 99dlL
ajue||Iq asnawial)| anbedo JION 90UssSqY |90Ussqy/| 9xaAu0D | Jalinbay | apuoy | auuskoN/emlad | AL
ajue||Iq asnawial)| anbedo JION 90UssSqY |90Ussqy/| 9xaAu0D | Jalinbay | epuoy | auuskoN/emlad | 1AL
ajue||Iq asnawial)| anbedo JIoN/uNnIg 9JUssSqY  |90Uasqy| axaAu0) | Ja1nbay | apuoy awloynound | (2) vIvo
ajue||Iq asnawial)| anbedo JION 90UssSqY  |90Uasqy/| 9XaAU0D | Ja1inbay | epuoy awloynound | (1) vIvo
ajue||Iq asnawial)| anbedo JION 1IN el | axaAuo0) | Jannbey | apuoy alled TIVO
ajue||Iq asnawial)| anbedo JION 90UssSqY  |90Uasqy/| 9XaAU0D | Ja1inbay | epuoy awloynound  |(2) 91va.l
ajue[|g asnawigs)| anbedo | unigyesue | unig/sue | enbedQ | axaAuo) |Jannboy | apuoy alled (1) 91va.l
ajue||Iq asnawial)| anbedo JIoN/uNnIg 90UssSqY |90Uasqy/| 9XaAU0D | Jalinbay | apuoy awloynound | vival
alue|[1g asnawaI) | anbedo JION 90UssSqY  |90UssqY/| 9X8AU0D | Ja1Nbay | epuoy CINER TIvdl
d3IMdvd ddivd
30UBISISU0D 9110edQ 1nainod a41uad ojeH |uoneAg|3| spaog | aw.ioH el 9poD
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a1ue||1ig asnanbnip anbedp [awwlD/ayouUR|g| 8oUSSQY  [90ussqV|eaquiog|Jalnbay | spuoy | suusko/eined | (2) 994l
asnawalI) anbedp | ableg/ewl) | 8ouUsSqY  [90UssSqV|9XaAuOD| Jalnbay | spuoy | suusko/eined | (T) 994l
ajue||1Iqg uswalahy| asnanbnyy| enbedQ ayoue|g d0UasqQy  |9Jussqy/|saquiog | Jainbay | apuoy auuskoIN yaa.l
alue||1iq asnanbniy anbedQ ayoue|g 90UasSqQy  [9ouasqy|saquiog | Ja1jnbay | apuoy all1ad (2 TaalL
asnanbny apIon|suel ] [awal)/ayour|glaiquios/oueg| anbed | sueld | 9inpuQ [atainbaul)| suuskop/emed | (T) 1Al
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Tableau: Caractéristiques phénotypiques des bactéries isolées sur les différents milieux.

Annexe V

Coloration de Gram

Code |Mobilité Gram | Eorme ,,Ager.lcement Catalase | Oxydase |Coagulase| Hémolyse
Isolé | Diplo| Amas
Baird Parker
TDAIL - + | Cocci | + + |Grappe| + - -
TDAI4 - + | Cocci | + + |Tétrade| + - -
TDAIB(1)| - + | Cocci | + + |Grappe| + - -
TDAI6(2)| - + | Cocci | + + |Grappe| + - -
GAIL - + | Cocci | + + |Grappe| + - +
GAl4 (1) - + | Cocci | + + |Grappe| + - -
GAl4 (2) - + | Cocci | + + |Tétrade| + - -
TDB1 - + | Cocci | + + |Grappe| + - -
TDB4 - + | Cocci | + + |Grappe| + - -
TDB6 - + | Cocci | + + |Grappe| + - -
GB4 - + | Cocci | + + |Grappe| + - -
Mossel
TDAIG + + |[Bacille | + [Chaine| + + - Y
GAIl - + | Cocci | + + |Grappe| + - +
GAI6 + + |Bacille| + |Chaine| + + + p
TDB1(1)| + - |Bacille| + + + + - a
TDB1(2)| + + |Bacille| + |Chaine| + + - a
TDB4 (1) - + | Cocci | + + |Grappe| + - -
TDB4(2) |  + + |Bacille| + |[Chaine| + + - a
TDB6(1)| + - |Bacille| + + + + - a
TDB6 (2) |  + - |Bacille| + + + + - a
TDB6(3)| + - |Bacille| + + + + - a
GB4 + + |Bacille| + [Chaine| + + + p
GB6 (1) + - |Bacille| + + + + - a
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GB6 (2) Bacille + + a
MRS
TDAIL(1) Cocci + | Grappe
TDAIL(2) Cocci + | Grappe
TDAI4 Bacille + *
TDAI6 Bacille + *
GAll Cocci + | Grappe
GAl4 Cocci + | Tétrade
GAl6 Bacille + + a
TDB1 (1) Bacille + + a
TDB1 (2) Cocci + | Grappe
TDB4 Bacille + ¢
TDBS (1) C"Cﬁﬁ‘;ba |+ Y
TDB6 (2) Bacille + ¢
GB6 (1) Bacille + + v
GB6 (2) Bacille Chaine| + a
Hektoen
TDAI4 Bacille +
TDAIG6 Bacille + +
GAIl Bacille + +
GAIl4 Bacille Chaine| +
GAIl6 Bacille + +
TDB1 (1) Bacille + +
TDB1 (2) Bacille + +
TDB4 Bacille + +
GB4 Bacille Chaing] +
GB6 (1) Bacille Chaine| +
GB6 (2) Bacille Chaine| +
EMB
TDAI1(1) Bacille + +
TDAIL1(2) Bacille + +
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TDAI4(1)

Bacille

TDAI4(2)

Bacille

TDAI6(1)

Bacille

TDAI6(2)

Bacille

GAI1 (1)

Bacille

GAIL (2)

Bacille

+

GAI4 (1)

Bacille

+

GAl4 (2)

Bacille

+

GAI6 (1)

Bacille

Chaine

GAI6 (2)

Bacille

+

GAI6 (3)

Bacille

+

TDB1

Bacille

TDB4 (1)

Bacille

Chaine

TDB4 (2)

Bacille

TDB6 (1)

Bacille

TDB6 (2)

Bacille

+

TDB6 (3)

Bacille

+

GB4

Bacille

+

GB6 (1)

Bacille

Chaine

GB6 (2)

Bacille

Chaine

GB6 (3)

Bacille

Chaine

GB6 (4)

Bacille

+

Eau d

TDAI1

Bacille

TDAI4(1)

Bacille

TDAI4(2)

Bacille

TDB6

Bacille

Chaine
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Annexe VI

Tableau: Les espéces bactériennes identifiées a 1’aide des galeries biochimiques.

Site Organe Code | Galerie appliquée Espeéce identifiée
Baird Parker
Aiguades | Tube digestif | TDAI1 API Staph Staphylococcus epidermidis
Aiguades | Tube digestif | TDAI4 API Staph Micrococcus spp.
Aiguades | Tube digestif | TDAI6(1) API Staph Staphylococcus lentus
Aiguades | Tube digestif | TDAI6(2) API Staph Staphylococcus capitis
Aiguades Gonades GAIll API Staph Staphylococcus aureus
Aiguades Gonades GAIl4 (1) API Staph Staphylococcus xylosus
Aiguades Gonades GAl4 (2) API Staph Micrococcus spp.
Brise de mer | Tube digestif | TDB1 API Staph Staphylococcus epidermidis
Brise de mer | Tube digestif | TDB4 API Staph Staphylococcus epidermidis
Brise de mer | Tube digestif | TDB6 API Staph Staphylococcus epidermidis
Brise de mer Gonades GB4 API Staph Staphylococcus epidermidis
Mossel
Aiguades | Tube digestif | TDAI6 API 50 CHB Bacillus lentus
Aiguades Gonades GAIll - Staphylococcus aureus
Aiguades Gonades GAIl6 - Bacillus cereus
Brise de mer | Tube digestif | TDB1 (1) API1 50 CHB Providencia rettgeri
Brise de mer | Tube digestif | TDB1 (2) API 50 CHB Morganilla morganii spp morganii
Brise de mer | Tube digestif | TDB4 (1) - Staphylococcus epidermidis
Brise de mer | Tube digestif | TDB4 (2) AP150 CHB Morganilla morganii spp morganii
Brise de mer | Tube digestif | TDB6 (1) API1 50 CHB Providencia rettgeri
Brise de mer | Tube digestif | TDB6 (2) API1 50 CHB Providencia rettgeri
Brise de mer | Tube digestif | TDB6 (3) API1 50 CHB Providencia rettgeri
Brise de mer Gonades GB4 - Bacillus cereus
Brise de mer Gonades GB6 (1) API1 50 CHB Providencia rettgeri
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Brise de mer Gonades GB6 (2) API1 50 CHB Providencia rettgeri
MRS
Aiguades | Tube digestif | TDAI1(1) - Staphylococcus epidermidis
Aiguades | Tube digestif | TDAIL(2) - Staphylococcus epidermidis
Aiguades | Tube digestif | TDAI4 - Klebsiella oxytoca
Aiguades | Tube digestif | TDAI6 API1 50 CHB Klebsiella oxytoca
Aiguades Gonades GAIll - Staphylococcus aureus
Aiguades Gonades GAl4 - Micrococcus spp.
Aiguades Gonades GAIl6 API50 CHB Enterobacter cloacae
Brise de mer | Tube digestif | TDB1 (1) AP150 CHB Escherichia coli 1
Brise de mer | Tube digestif | TDB1 (2) - Staphylococcus epidermidis
Brise de mer | Tube digestif | TDB4 API1 50 CHB Klebsiella oxytoca
Brise de mer | Tube digestif | TDB6 (1) API1 50 CHB Citrobacter amalonaticus
Brise de mer | Tube digestif | TDB6 (2) API1 50 CHB Klebsiella oxytoca
Brise de mer Gonades GB6 (1) API1 50 CHB Citrobacter youngae
Brise de mer Gonades GB6 (2) API1 50 CHB Citrobacter freundii
Hektoen
Aiguades | Tube digestif | TDAI4 API 20E Klebsiella oxytoca
Aiguades | Tube digestif | TDAI6 API 20E Enterobacter cloacae
Aiguades Gonades GAIl API 20E Cronobacter spp.
Aiguades Gonades GAl4 APl 20NE Aeromonas hydrophila gr2
Aiguades Gonades GAIl6 API 20E Enterobacter cloacae
Brise de mer | Tube digestif | TDB1 (1) API 20E Providencia rettgeri
Brise de mer | Tube digestif | TDB1 (2) API 20E Escherichia coli 1
Brise de mer | Tube digestif | TDB4 API 20E Enterobacter cloacae
Brise de mer Gonades GB4 API 20NE Aeromonas hydrophila 1
Brise de mer Gonades GB6 (1) API 20NE Pseudomonas oryzihabitans
Brise de mer Gonades GB6 (2) API 20E Citrobacter freundii
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EMB
Aiguades | Tube digestif | TDAI1(1) API 20E Kluyvera spp.
Aiguades | Tube digestif | TDAIL(2) API 20E Kluyvera spp.
Aiguades | Tube digestif | TDAI4(1) API 20E Klebsiella oxytoca
Aiguades | Tube digestif | TDAI4(2) API 20E Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae 2
Aiguades | Tube digestif | TDAI6(1) API 20E Citrobacter youngae
Aiguades | Tube digestif | TDAI6(2) API 20E Klebsiella oxytoca
Aiguades Gonades GAI1 (1) API 20E Kluyvera spp.
Aiguades Gonades GAIl1 (2) API 20E Kluyvera spp.
Aiguades Gonades GAIl4 (1) API 20E Klebsiella oxytoca
Aiguades Gonades GAl4 (2) API 20E Citrobacter youngae
Aiguades Gonades GAIG6 (1) API 20NE Pseudomonas luteola
Aiguades Gonades GAIG6 (2) API 20E Enterobacter cloacae
Aiguades Gonades GAIG6 (3) API 20E Kluyvera spp.
Brise de mer | Tube digestif | TDB1 API 20E Pantoea spp4
Brise de mer | Tube digestif | TDB4 (1) API 20E Citrobacter freundii
Brise de mer | Tube digestif | TDB4 (2) API 20E Klebsiella oxytoca
Brise de mer | Tube digestif | TDB6 (1) API 20E Klebsiella oxytoca
Brise de mer | Tube digestif | TDB6 (2) API 20E Providencia rettgeri
Brise de mer | Tube digestif | TDB6 (3) API 20E Salmonella spp.
Brise de mer Gonades GB4 API 20NE Aeromonas hydrophila 1
Brise de mer Gonades GB6 (1) API 20E Citrobacter freundii
Brise de mer Gonades GB6 (2) API 20E Citrobacter freundii
Brise de mer Gonades GB6 (3) API 20E Citrobacter freundii
Brise de mer Gonades GB6 (4) API| 20E Citrobacter youngae
Eau de mer
Aiguades | Tube digestif | TDAI1 API 20E Serratia odoriferal
Aiguades | Tube digestif | TDAI4(1) API 20E Pantoea spp2
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Aiguades

Tube digestif

TDAI4(2)

API 20E

Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae 2

Brise de mer

Tube digestif

TDB6

API 20E

Raoultella ornithinolytica




Résumé

Compte tenu du rdle important des oursins dans le fonctionnement des écosystémes sublittoraux,
I’étude du microbiome de Paracentrotus lividus a attiré ’attention des chercheurs du monde entier. Afin
d’identifier la diversité intrigante des microbiotes de 12 oursins collectés sur deux sites géographiques
distincts (les Aiguades et la Brise de mer), une approche culture-dépendante a été menée. Le
dénombrement sur milieu PCA a révélé 1461UFC sur ’ensemble des échantillons récoltés, avec une
répartition de 10% a la Brise de mer et 90% aux Aiguades. Parmi les 80 isolats bactériens obtenus, une
grande diversité a été observée avec des variations dans leurs préférences de croissance en fonction des
milieux de culture utilisés. Sur la base des caractéristiques morphologiques des isolats provenant du tube
digestif et gonades, 77 souches sélectionnées ont été identifiées phénotypiquement et classées en 4 phyla.
Le phylum dominant était les Pseudomonadota (72,7%) avec une forte abondance de souches appartenant a
la famille des Enterobacteriaceae (49,4%), et dans une moindre mesure, les Firmicutes (19,5%), les
Actinomycetota (3,9%) et les Bacillota (3,9%). L’analyse de la biodiversité chez ’oursin répond a la
question de la spécificité du microbiote a I’échelle inter- et intra-individuelle, mettant en avant I’influence
de I’écosystéme sur cette diversité. Ce constat a permis de révéler qu’un core microbiote formé de membres
des phyla Proteobacteria et Firmicutes est établi dans tous les échantillons analysés, quel que soit 1’organe
ou le site d’échantillonnage, contrairement aux taxons minoritaires typiquement liés a 1’emplacement
géographique et/ou a I’espéce. Dans I’ensemble, ces résultats sont prometteurs et fournissent des
informations précieuses sur la diversité du microbiote chez 1’oursin Paracentrotus lividus, ouvrant la voie a
de nombreuses recherches futures dans ce domaine.

Mots clés : Paracentrotus lividus, microbiote, biodiversité, oursins, écosystéme

Abstract

Given the important role of sea urchins in the functioning of sub-coastal ecosystems, the study of
the microbiome of Paracentrotus lividus has attracted the attention of researchers worldwide. In order to
identify the intriguing microbiota diversity of 12 sea urchins collected at two distinct geographical sites
(Aiguades and Brise de mer), a culture-dependent approach was conducted. The count on PCA medium
revealed 1461UFC on all samples collected, with a distribution of 10% in the Sea Breeze and 90% in the
Aiguades. Among the 80 bacterial isolates obtained, a great diversity was observed with variations in their
growth preferences according to the culture media used. Based on the morphological characteristics of
isolates from the digestive tract and gonads, 77 selected strains were identified phenotypically and
classified into 4 phyla. The dominant phylum was Pseudomonadota (72.7%) with a high abundance of
strains belonging to the family Enterobacteriaceae (49.4%), and to a lesser extent, Firmicutes (19.5%),
Actinomycetota (3.9%) and Bacillota (3.9%). The analysis of biodiversity in sea urchins answers the
question of the specificity of the microbiota at the inter- and intra-individual scale, highlighting the
influence of the ecosystem on this diversity. This finding revealed that a core microbiota formed by
members of the phyla Proteobacteria and Firmicutes is established in all the samples analyzed, regardless
of the organ or the sampling site, unlike minority taxa typically related to geographic location and/or
species. Overall, these results are promising and provide valuable information on the microbiota diversity
in the sea urchin Paracentrotus lividus, paving the way for much future research in this area.

Keywords : Paracentrotus lividus, microbiota, biodiversity, sea urchins, ecosystem
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