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Efficacité des probiotiques en aquaculture : étude du cas
de Bacillus subtilis chez le Tilapia du Nil (Oreochromis

Niloticus)

Objectif du travail :

Ce travail a pour but d’évaluer et comprendre les mécanismes permettant a Bacillus subtilis

de lutter contre les agents pathogenes ainsi que ses effets in vitro. Il vise également a montrer
les effets observés chez le Tilapia du Nil a la suite de I’administration de cette bactérie en tant
que probiotique, au niveau immunitaire et de ce fait au niveau de la résistance aux pathogenes

et a divers stress provoqués par les conditions d’élevage.
Résume :

L’aquaculture est un mode d’élevage en constante évolution avec une production en
croissance de plus en plus importante. Parallelement a cela, 1’émergence de bactéries
résistantes a divers antibiotiques est également croissante. Afin de pouvoir concilier cet
¢levage prenant de plus en plus d’ampleur et la limitation souhaitable de 1’'usage des
antibiotiques, les probiotiques constituent une alternative prometteuse. De nombreuses études
ont été consacrées a diverses especes bactériennes appartenant notamment aux genres
Lactobacillus, Bifidobacterium mais aussi Bacillus. Les Bacillus sont des bactéries Gram
positives, présentant la capacité de sporuler et, de ce fait, de résister a des conditions rudes
telles que la chaleur, la dessication ou encore a certains composés chimiques. Bacillus subtilis
est I’espece la plus étudiée a I’heure actuelle. Cette bactérie produit un panel important de
substances a action antimicrobienne, des lantibiotiques faisant partie de la famille des
bactériocines, des lipopeptides, et dispose également de la capacité a interrompre les signaux
intervenant dans le « quorum sensing ». Leur reconnaissance par le systéme immunitaire de
I’hote permet également d’accroitre son efficacité et de montrer une résistance accrue face a
divers pathogénes ou stress. De nombreuses souches de Bacillus subtilis ont été étudiées pour
leurs effets sur I’immunité, la résistance aux pathogenes chez les poissons d’élevage tels que
le Tilapia du Nil (Oreochromis niloticus), I’une des especes les plus élevées au niveau
mondial. Bien que la compréhension des aptitudes de cette bactéries soit grandissante, les
mécanismes d’action précis et les conditions d’utilisation optimale restent encore a mieux

définir.



Efficacy of probiotics in aquaculture: case study of Bacillus

subtilis in the Nile tilapia (Oreochromis Niloticus)

Aim of the work :

The aim of this work is to evaluate and understand the mechanisms that enable Bacillus
subtilis to control pathogens. It also aims to show the effects observed in Nile tilapia,
following administration of this bacterium as a probiotic, at the immune level and thus at the

level of resistance to pathogens and to various stresses caused by breeding conditions.
Summary :

Aquaculture is a constantly evolving mode of farming with an ever-increasing production. At
the same time, the emergence of bacteria resistant to various antibiotics is also increasing.
Probiotics are a promising alternative for reconciling the growing importance of animal
husbandry with the limited use of antibiotics. Many bacterial species were studied for this
purpose, especially from the Lactobacillus, Bifidobacterium as well as Bacillus genera.
Bacillus are Gram-positive bacteria, with the ability to sporulate and thus resist harsh
conditions such as heat, dessication or certain chemical compounds. Bacillus subtilis is the
most studied species at present. This bacterium produces a large number of antimicrobial
substances, lantibiotics belonging to the bacteriocins family, lipopeptides and also has the
ability to interrupt signals involved in the “quorum sensing”. Their recognition by the host’s
immune system also increases the effectiveness of the host immunity and shows increased
resistance to various pathogens or stress. Many strains of Bacillus subtilis are being studied
for their effects on immunity, especially for resistance to pathogens in farmed fish such as
Nile tilapia (Oreochromis niloticus), one of the highest species worldwide. Although the
understanding of this bacterium’s abilities is growing, the precise mechanisms of action and

conditions for optimal use are still to be better defined.
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1.Introduction

1.1. Contexte général de laquaculture mondiale avec une
attention particuliere pour le Tilapia du Nil

Le secteur de I’aquaculture est en constante évolution et ne fait que croitre. En 2022, la
production mondiale de produits animaux d’origine aquatique a atteint les 185,4 millions de
tonnes dont 94,4 tonnes sont issues de I’aquaculture. La majeure partie de la production
aquacole est localisée en Asie, avec comme principal producteur la Chine. En ce qui concerne
le Tilapia du Nil, sa production annuelle est d’environ 5 millions de tonnes. Il s’agit donc de
I’espece des poissons la plus représentée dans 1’¢levage en aquaculture. (The State of World
Fisheries and Aquaculture 2024, 2024). De plus, en termes d’études réalisées, le Tilapia du
Nil se trouve étre 1’espeéce la plus employée pour I’accomplissement de tests in vivo

(Calcagnile et al., 2024).

1.2. Enjeux sanitaires et environnementaux liés a
Lutilisation des antibiotiques et au développement de
Uantibiorésistance

Tout systéme de production est concerné par le développement de résistances bactériennes
aux antibiotiques et I’aquaculture ne constitue pas une exception (Hazards (BIOHAZ) et al.,
2021). Lorsque des antibiotiques sont utilisés, ils ne sont généralement pas totalement
métabolisés et peuvent donc entrer en contact avec d’autres organismes (Dafale et al., 2020).
L’eau, les sédiments ainsi que les aliments sont donc des sources potentielles de transmission

de genes de résistance entre bactéries (Hazards (BIOHAZ) et al., 2021).

Le transfert de ce type de génes peut se faire entre micro-organismes, qu’ils soient pathogénes
ou non, et peu importe qu’ils soient d’origine animale ou humaine. La résistance de certains
pathogenes a de nombreux antibiotiques, qui peuvent affecter aussi bien I’Homme que les
animaux, est directement reliée a I'utilisation des antibiotiques dans les domaines de

I’¢levage, dont I’aquaculture fait partie.

En aquaculture, les antibiotiques sont incorporés aux aliments ou directement injectés dans
I’eau des bassins, ce qui engendre un contact important entre ces substances et
I’environnement. Des analyses de 1’eau de distribution de plusieurs villes du Michigan et de
1’Ohio ont été réalisées afin d’y rechercher la présence de geénes de résistance. Ces recherches

ont permis de détecter des bactéries résistantes a pas moins de 7 antibiotiques différents. La



présence de ces antibiotiques en permanence dans divers milieux, méme en faible quantité,
accroit la pression existante sur diverses bactéries et favorise en conséquence la sélection

d’agents pathogeénes multirésistants. (Dafale et al., 2020).

Au Kenya, des Tilapia du Nil ont été prélevés sur un marché de manicre a réaliser des
analyses bactériologiques en vue de mettre en évidence la présence (ou non) des bactéries
résistantes a divers antibiotiques. Dans ces poissons, des bactéries de type Proteus,
Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus ainsi que Vibrio
parahaemolyticus ont été trouvées. L’ensemble de ces bactéries contenaient divers genes de
résistances actifs contre au moins un des antibiotiques utilisés. Cet exemple laisse a penser
que le consommateur peut trés facilement entrer en contact avec des bactéries porteuses de

genes de résistance et que leur dissémination est aisée. (Mumbo et al., 2023)

1.3. Alternatives a 'usage des antibiotiques.

Au vu de ces €éléments, il parait nécessaire d’élaborer des stratégies afin de gérer au mieux les
résidus d’antibiotiques pouvant se trouver dans les eaux d’¢levages lorsque leur utilisation est
requise et de trouver des alternatives a I’utilisation de ces agents antimicrobiens. C’est dans
cet ordre d’idée que des recherches sont menées. Il peut s’agir de vaccins, de I'utilisation de
bactériophages, de probiotiques, de prébiotiques, de certaines herbes médicinales, ...(Kilig

and Giiltekin, 2024)

1.4. Les probiotiques

1.4.1.Définition

Les probiotiques sont définis comme étant « micro-organismes vivants qui lorsqu’ils sont
administrés en quantité adéquate confeérent un avantage pour la santé¢ de 1’hote ».

On peut les classifier de maniére différente selon que ce soit des bactéries ou non, selon leur
capacité a produire des spores, selon leur composition constituée d’un seul ou de plusieurs
micro-organismes ou encore si le type de micro-organisme fait partie de la flore commensale
de I’hote. (Calcagnile et al., 2024).

1.4.2.Réle

La liste des mécanismes mis en ceuvre par les bactéries utilisées en tant que probiotique est
longue. Elles permettent la digestion et 1’absorption accrue de nutriments a la suite de la

sécrétion d’enzymes telles que des protéases, des chitinases, des lipases, ..., I’amélioration de



la barriere intestinale, la modulation du systeme immunitaire et permettent le bon équilibre de
la flore commensale. (Kuebutornye et al., 2019; Calcagnile et al., 2024). Les probiotiques
jouent également un réle positif au niveau de I’environnement des poissons, en améliorant la
qualité de I’eau : toute une série de parameétres sont influencés notamment par les Bacillus en
jouant sur le pH, la conductivité, I’oxygéne dissous, I’azote et le phosphate. Ils peuvent aussi
diminuer la quantité de métaux lourds et permettent le recyclage des nutriments en degradant
les matiéres organiques résiduelles (Calcagnile et al., 2024).

Les bactéries Gram négatives disposent de lipopolysaccharides qui sont considérés comme
étant des endotoxines, expliquant donc que la majorité des probiotiques découverts font partie
de la famille des Gram positives, qui n’en disposent pas mais pourraient posseder d’autres
types de facteurs de virulence. 1l est donc essentiel de séquencer le génome des potentiels
probiotiques pour s’assurer de 1’absence de ce type de facteurs. Il en va de méme pour les
genes de résistance aux antibiotiques. Les genres les plus utilisées de bactéries Gram positives

sont les Lactobacillus, Bacillus et Bifidobacterium (Calcagnile et al., 2024).

1.5. Bacillus spp. comme probiotique

1.5.1.Caractéristiques

Les espéces de Bacillus sont des bactéries de type Gram positif, en batonnet et ayant la
capacité de sporuler. Cette forme leur confére une résistance accrue a diverses conditions
telles que la dessication, les fortes chaleurs ou encore certains produits

nettoyants/désinfectants. (Kuebutornye et al., 2019).

1.5.2.Mécanismes d’action

Les bactéries du genre Bacillus ont une capacité a sécréter des bactériocines possédant des
effets antibactériens. D’autres molécules produites, telles que les lipopeptides, disposent de
cette capacité de dégradation de bactéries, champignons et virus. Ils sont également
antibiofilms, en empéchant leur formation notamment par les bactéries. Leur culture est aisée
du fait de leur taux de réplication rapide, de leurs besoins nutritionnels faibles et de leur
capacité a résister dans des conditions anaérobies une fois sous la forme de spores (Petit et

al., 2024).

L’ensemble de ces facteurs en font des bactéries de choix a étudier dans un but d’utilisation en

tant que probiotique (Petit et al., 2024). Dans le genre Bacillus on peut pointer Bacillus



subtilis, qui est I’espéce la plus utilisée a ’heure actuelle pour la réalisation de tests

d’efficacité in vitro et in vivo (Calcagnile et al., 2024).

1.5.3.Sécurité des souches probiotiques utilisées

D’autres ¢éléments sont a prendre en considération lors de la recherche de potentielles souches

pouvant étre utilisées comme probiotiques.

Tout d’abord, il est important de connaitre la sécurité de la souche utilisée en tant que
probiotique, afin que cette derniere ne puisse porter préjudice a son hdte suite a son
administration. A cet égard, I’activité¢ hémolytique des nouvelles souches étudiées est vérifice
en utilisant une culture de la bactérie en question et en I’appliquant sur une gélose sang. Dans
le cas ou une zone plus claire apparait, le test est positif, ce qui signifie que la bactérie
possede cette capacité d’hémolyse, lui conférant un pouvoir pathogéne lui permettant la
dégradation des globules rouges. Des tests in vivo, avec les probiotiques potentiels, sont
¢galement nécessaires pour attester de cette stireté. Dans le cas de Bacillus subtilis LR1,

aucune activité hémolytique ne fut observée. (Banerjee et al., 2017).

Il est également nécessaire de s’assurer que les souches susceptibles d’étre utilisées en tant
que probiotiques ne disposent pas de geénes de résistance aux antibiotiques, afin d’assurer
qu’elles ne puissent pas participer au phénoméne d’antibiorésistance ou encore de facteurs de

virulence, afin de garantir qu’elles ne soient pas pathogenes. (Calcagnile et al., 2024)

1.5.4.Résistance des souches probiotiques utilisées

Il est en outre important de tenir compte de leur résistance dans le milieu. Dans ce but, la
résistance de diverses souches de Bacillus, dont Bacillus subtilis, face a des niveaux variables
de pH et de salinité doit étre démontrée. (Shaheer et al., 2021). La résistance face a des
variations de pH et de température peut étre testée directement sur la bactérie mais peut 1’€tre
¢galement sur les bactériocines produites par 1’agent. (Banerjee et al., 2017). Ces tests sont
nécessaires afin de s’assurer que le probiotique utilisé puisse survivre aux conditions du
tractus digestif et, de ce fait, qu’il sera toujours actif. Une étude a démontré que Bacillus B29
pouvait croitre a des valeurs de pH variant entre 2 et 9. Le croissance n’était pas non plus

altérée lors de la présence de 2% d’acides biliaires. (Nakharuthai et al., 2023)
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2.Mécanismes d’action de Bacillus subtilis et
démonstration in vitro

2.1. Peptides anti-microbiens

Une ¢étude a permis de mettre en évidence 1I’impact de peptides antimicrobiens produits par
Bacillus subtilis E20 provenant de farines de soja fermentées. L’évaluation des effets a été
réalisée notamment par observation directe des cellules apres le un temps d’incubation passé
avec le peptide, mais également par observation de zones d’inhibition sur des cultures en
gélose. Des évaluations microscopiques ont été réalisées notamment sur Vibrio alginolyticus
et Vibrio parahaemolyticus. Les bactéries controles avaient une surface réguliére et lisse, alors
que les bactéries incubées avec les peptides antimicrobiens montraient des 1ésions et trous a
leur surface. Cette modification ne fut observée que pour Vibrio alginolyticus. Cependant, une
augmentation de la perméabilité membranaire fut tout de méme observée pour les deux
bactéries pathogenes. Ces peptides interagissent donc avec les membranes, les rendant plus
fragile et parvenant méme a former des pores chez certaines bactéries. Toutefois, les
mécanismes précis de ces interactions ne sont a ce jour pas totalement élucidés. (Cheng et al.,
2017). La méme observation microscopique fut faite pour Vibrio parahaemolyticus aprés un
traitement a la surfactine, lipopeptide produit par Bacillus subtilis. En effet, les bactéries
apparaissaient déformées avec des contours irréguliers. Le cytoplasme apparaissait également

modifié avec une diminution de la densité et de 'uniformité du contenu. (Zhou et al., 2025)

2.1.1.Les bactériocines

Dans I’ensemble des substances produites par Bacillus, on retrouve les bactériocines. Il s’agit
de peptides qui, comme leur nom 1I’indique, sont actifs contre les bactéries (Banerjee et al.,
2017). 11 s’agit de peptides anti-microbiens produits via une synthése par les ribosomes

(Abriouel et al., 2011).

2.1.2.Les lantibiotiques

Les lantibiotiques sont des peptides faisant partie de la classe I des bactériocines (Riley and
Wertz, 2002). IIs sont formés en partie par I’acide aminé lanthionine/méthylanthionine. La
synthése de ces peptides se fait par voie ribosomiale. La modification de ces précurseurs est
réalisée de manicre post-traductionnelle via la déshydratation des résidus L-thréonine et L-

sérines, d’une part et par I’ajout de cystéine-thiol, d’autre part. La présence de ces acides
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aminés permet une résistance accrue aux protéases, par la formation d’anneaux via des ponts

sulfures. Ces lantibiotiques reprennent diverses molécules produites par des agents bactériens
différents. Ces molécules sont classées selon deux groupes en fonction de de leur structure et

de leur mode d’action pour lutter contre les micro-organismes (Riley and Wertz, 2002;

Bierbaum and Sahl, 2009) :

- Les lantibiotiques de type A (figure 1), correspondant aux ¢léments capables de déstabiliser
les membranes des bactéries via la formation de pores dans ces dernicres. Parmi eux, on
retrouve la subtiline et ’ericine A et S qui sont produites notamment par Bacillus subtilis
(Stein, 2005). Leur structure est linéaire et ils sont chargés positivement (Abriouel et al.,

2011);

Subtilin

Figure 1 : représentation moléculaire de trois lantibiotiques de type A (Abriouel et al., 2011)

- Les lantibiotiques de type B, qui permettent d’inhiber certaines enzymes, notamment celles
nécessaires a la formation des parois cellulaires. Bacillus subtilis produit de la sublancine 168
(figure 2). (Bierbaum and Sahl, 2009). La subtilosine A (figure 3), elle, est produite par la
souche ATCC 6633 de Bacillus subtilis. Contrairement aux lantibiotiques de type A, ceux-ci

sont de forme plus globulaire et sont non chargés (Abriouel et al., 2011).
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Sublancin

(GpLed(aiXlysX A (Gin

Figure 3 : représentation moléculaire de la subtilosine A (Abriouel et al., 2011)

Une étude menée sur Bacillus subtilis A1/3 et plus particuliérement sur sa capacité a
synthétiser de 1’éricine A et S, a montré la ressemblance entre ’éricine S et la subtiline au
niveau de 1’activité antibiotique, alors qu’au contraire I’éricine A ne montrait qu’une faible
activité de ce type. L’effet antibiotique de ces deux peptides a été testé directement sur les
especes bactériennes suivantes : Staphylococcus carnosus, Micrococcus luteus,
Latilactobacillus sakei, Bacillus megaterium et Clavibacter michiganensis. On pouvait
observer une zone d’inhibition de la croissance des différents agents bactéries autour des puits
contenant 1’ericine S et la subtiline, alors que seule une tres faible zone était visible autour de

I’ericine A, et ce pour une seule de ces cinq bactéries. (Stein et al., 2002).

Dans ce méme état d’esprit, 1’activité inhibitrice face a diverses bactéries fut testée pour la
sublancine, lantibiotique produit par Bacillus subtilis 168. Les lantibiotiques ont généralement
une action sur les bactéries Gram positives alors que les Gram négatives y sont résistantes.

Aucune des bactéries Gram négatives testées n’a ét¢ inhibée par la présence du peptide. En ce
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qui concerne les Gram positives, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis 6633, Staphylococcus
aureus et Streptococcus pyogenes ont montré une certaine sensibilité. Bacillus cereus a
¢galement été légerement inhibé, bien que, au fur et a mesure de 1’incubation, des colonies
parvenaient tout de méme a pousser au niveau du halo d’inhibition. Ceci est expliqué par le
fait que I’inhibition des spores de Bacillus cereus n’est que temporaire, contrairement a la
subtiline chez qui elle s’avere étre définitive. Cela serait 1i¢ a la formule chimique de la
sublancine, qui ne contient qu’un seul résidu déhydro, tandis que la subtiline en contient trois.

(Kim et al., 2014)

2.1.3.Les lipopeptides

Les lipopeptides peuvent étre soit linéaires soit cycliques. Ils font partie du groupe des
peptides non ribosomiques. La protéine n’est pas construite via un modéle d’ADN mais via
divers complexes enzymatiques. Des modifications suivant la synthése peuvent étre effectuées
afin de donner lieu a la formation de lipopeptides différents (Igbal et al., 2023). La surfactine
(figure 4) est un des membres de cette famille. Cette molécule posséde une téte polaire formée
par la présence de deux acides aminés, I’acide glutamique et 1’acide aspartique, chargés
négativement a pH neutre. Elle posséde également 5 autres acides aminés lipophiles a savoir
leucine, valine et I’isomeére D de la leucine. Ces cinq autres acides aminés ainsi que la
présence d’un acide gras beta hydroxylé sont responsables de 1’insertion de la surfactine au
sein des membranes lipidiques. Le cycle lactone est formé grace a la liaison ester existant
entre I’acide glutamique et la chaine hydrocarbonée. La présence a la fois de cette téte polaire
ainsi que des acides aminés lipophiles et de la chaine hydrocarbonée rendent cette molécule
amphiphile (Deleu et al., 2013). Différents effets sont attribués a ce lipopeptide tels que
I’impact sur la production de biofilms, la régulation de 1’auto-inducteur responsable du

quorum sensing ainsi que la dégradation

Elle contrecarre la formation des biofilms en empéchant la production des polysaccharides
nécessaire a sa constitution. Parmi ces polysaccharides, on retrouve 1’adhésine, synthétisée et
exportée a partir du géne icaADBC. Il s’avere que la surfactine a un impact sur ce géne en
diminuant son expression. Ce polysaccharide permet 1’adhésion entre les cellules afin de

pouvoir construire le biofilm. (Liu et al., 2019)

L’¢étude, menée par Petit et al., (2024) sur Bacillus subtilis C3, a démontré I’effet
antimicrobien et anti biofilm de la surfactine sur Vibrio harveyi. Bacillus subtilis C3 a

démontré une action plus préventive que curative en limitant la formation du biofilm de
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Vibrio harveyi. En effet, différentes manipulations ont été réalisées afin de comprendre
I’impact de cette souche de Bacillus subtilis. La mise en contact d’un biofilm de cette bactérie
incubé pendant 24h avec 1’agent pathogene a été réalisée afin de vérifier I’action préventive
du probiotique. En guise de controle, les volumes de biofilms obtenus pour Bacillus subtilis
C3 et Vibrio harveyi ont été mesurés de maniere indépendante. Cette manipulation a permis
de se rendre compte de la diminution signification du volume de biofilm de 1’agent pathogene,
apres mise en contact avec le probiotique, en comparaison a sa culture seule. L’expérience
inverse a ensuite a été réalisée afin de comprendre 1’impact de Bacillus subtilis C3 sur le
biofilm formé depuis 24h par Vibrio harveyi. Dans ce cas de figure, Bacillus subtilis n’a pas
pu agir sur le biofilm qui a pu continuer a croitre. Afin d’attester que ’action sur le biofilm du
pathogene était bien liée aux surfactine présentent dans le surnageant de culture cette souche
de Bacillus subtilis, ce lipopeptide a été mis en contact de diverses manicres avec le
pathogene. Le volume de biofilm formé par Vibrio harveyi, incubé en méme temps que 1’ajout
de surfactine, ne représentait que 17,62 +/- 12,51%, démontrant 1’effet préventif. L’effet
curatif de ce lipopeptide fut démontré, suite a I’ajout de la surfactine au niveau d’un biofilm
formé pendant 24h, et pour lequel le volume était 20 fois moindre par rapport au controle.

(Petit et al., 2024).
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Figure 4 : Structure chimique de la surfactine (Chen et al., 2022)
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Une autre étude visait a mettre en évidence 1I’impact de la surfactine sur Vibrio
parahaemolyticus. L effet inhibiteur de la surfactine a donc été étudi€é, de méme que les
changements qu’elle provoque au niveau des membranes, des génes de virulence et du
métabolisme de la bactérie. L’extraction de I’ARN des Vibrio et la réalisation d’'une PCR
quantitative en temps réel a différents moments de 1’exposition a la surfactine a permis de
déterminer s’il y avait bel et bien une modification de I’expression des génes de virulence de
Vibrio. Une comparaison a €té réalisée avec un groupe contrdle de Vibrio non traité. Apres
seulement 1h d’exposition a la surfactine, ’effet inhibiteur était déja bien visible. avec une
diminution significative de I’expression de pirA, un gene de virulence, et également une
diminution significative de la croissance bactérienne. Un gene particulier, s/yA, régulant
I’expression des genes de virulence était fortement diminué suite a I’exposition a la surfactine.
SlyA intervient également dans certaines voies métaboliques, notamment celle liée au souffre

et aux glucides via la perturbation de la transcription de I’ADN (Zhou et al., 2025).

En ce qui concerne I’'impact sur la membrane, au fur et a mesure de 1’augmentation de la
concentration en surfactine, I’hyperpolarisation de la membrane de Vibrio était de plus de plus
en plus marquée. Cette hyperpolarisation était mesurée via la présence d’un colorant
fluorescent et la mesure de cette fluorescence. La méme technique fut utilisée pour mesurer la
quantité d’especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) au sein des bactéries. Cette quantité
s’accroissait d’autant plus que la quantité de surfactine était importante. La présence en
grande quantité de ces ROS peut avoir un impact négatif sur les membranes cellulaires en
provoquant la peroxydation des lipides qui les constituent. La culture de la bactérie avec
différentes concentrations de surfactine et par la suite la centrifugation avec récolte du
surnageant a permis de mesurer les concentrations en malondialdéhyde (MDA). Au méme
titre que pour les ROS, la valeur de MDA a augment¢ avec I’¢lévation de la concentration en
surfactine. Ceci est cohérent puisque la MDA est I’une des résultantes de la peroxydation des
lipides et que, comme indiqué ci-dessus, I’augmentation de la quantité de ROS pourrait étre a

I’origine de cette réaction. (Zhou et al., 2025)

Une étude menée via un cheminement complexe comprenant diverses expérimentations a
permis de mieux comprendre le fonctionnement d’un autre lipopeptide produit notamment par
Bacillus subtilis dans le cas particulier de I’inhibition de la colonisation intestinale par
Staphylococcus aureus. Cette étude a ét¢ menée afin de mieux comprendre les mécanismes
par lesquels Bacillus permettait 1’inhibition de Staphylococcus aureus. Elle fut menée chez

I’Homme mais leur cheminement leur a permis de réellement comprendre les détails du mode
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d’action des lipopeptides produits par Bacillus. Le lien entre le lipopeptide de type Fengycine
et I’inhibition du geéne agr, géne responsable de la détection de la densité cellulaire, a pu étre
démontré chez Staphylococcys aureus. Les preuves sont issues d’études menées chez

I’Homme mais ce qui est intéressant ici c’est le mécanisme utilisé par ce lipopeptide.

Tout d’abord, des analyses de maticres fécales récoltées sur un total de 200 personnes ont été
réalisées afin de rechercher la présence de Staphylococcus aureus et celle de Bacillus. 11 a été
démontré que lors de la présence de Bacillus et principalement Bacillus subtilis, il y avait une
absence de S. aureus. Une hypothése a été émise par ces chercheurs : Bacillus serait capable
de produire une molécule permettant I’inhibition de la communication entre les cellules ; elle
fait suite a la découverte d’un facteur d’agglutination (CIfA) nécessaire pour la colonisation
de I’intestin par Staphylococcus aureus et dont I’expression est régulée par le systéme visant a
la détection de la densité de population de bactéries environnantes. Les signaux présents dans
le « quorum sensing » varient d’une bactérie a ’autre. Les mécanismes visant a interférer
avec ce systéme sont donc spécifiques, ce qui expliquerait la non-modification observée au
niveau du microbiote. En effet, il n’existait aucune différence entre le microbiote des patients
chez qui Bacillus avait été retrouvé dans les matiéres fécales et ceux chez lesquels
Staphylococcus aureus avait €té retrouvé. Cependant, il fut nécessaire de découvrir si le
quorum sensing jouait un role au niveau de la colonisation intestinale par Staphylococcus
aureus. Pour cela, deux populations de bactéries ont été utilisées. Des bactéries non mutées
pour la protéine régulatrice Agr et des bactéries Agr-négatives. Cet effecteur intervient dans le
quorum sensing. I1 a pu étre attesté que pour avoir une colonisation du milieu par la bactérie,
la protéine Agr était nécessaire. Afin de vérifier si les lipopeptides produits par Bacillus, tels
que la fengycine, étaient effectivement capables d’empécher le fonctionnement d’Agr, les
filtrats de culture de Bacillus retrouvés dans les matieres fécales ont été utilisés. Le gene
luxABCDE, responsable de la production de lumiére, fut placé dans la partie du génome, de
Staphylococcus aureus, contrélée par Agr. Cette souche modifiée de Staphylococcus aureus
fut mise en contact avec le substrat de culture de Bacillus subtilis afin d’attester de I’effet
inhibiteur de Bacillus subtilis sur les facteurs de virulence dont I’expression est controlée par
Agr. C’est I’absence de production de lumicre qui en a permis de démontrer cet effet
d’inhibition. Les analyses réalisées sur le « filtrat de culture de Bacillus subtilis » ont permis
de mettre en évidence la présence de la fengycine. De maniére a confirmer que ce lipopeptide
¢tait bien responsable de I’inhibition d’Agr, la production d’une souche mutante ne produisant

pas de fengycine fut nécessaire. Les surfactines, elles, étaient toujours produites. Aucune
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inhibition de Agr ne fut observée suite a la mise en contact avec le filtrat de culture de la
bactérie mutante pour la fengycine. Cependant, concrétement, comment la fengycine permet-
elle d’empécher Agr de jouer son role ? Il s’avére que la structure de la fengycine est assez
semblable au peptide auto-inducteur qui se lie a la partie extra-cellulaire du récepteur
membranaire de la bactérie. Or, cela provoque une compétition entre cette substance
inhibitrice et I’auto-inducteur, permettant ’activation des signaux intracellulaire visant a la

lecture de gene de virulence (Piewngam et al., 2018).

La surfactine, mentionnée précédemment, intervient ¢galement dans 1’inhibition du « quorum
sensing ». Des observations ont ét¢ réveélés que ce lipopeptide réprimait 1’expression de
I’auto-inducteur (AI-2) produit par Staphylococcus aureus. En effet, la surfactine régule a la
baisse cette molécule. Or, cet auto-inducteur est responsable de I’expression d’un géne, icaR,
permettant la régulation négative de la formation du biofilm via I’inactivation du geéne icaA.
La surfactine pourrait potentiellement activer ce gene icaR afin de réguler négativement le

gene icaA permettant la création du biofilm (Liu et al., 2019)

Les recherches visant a la découverte de souches ayant ce type d’activité sont d’autant plus
importantes au vu de la capacité de résistance des bactéries une fois qu’elles sont ancrées dans
un biofilm, résistance notamment aux antibiotiques utilisés. Le recours aux antibiotiques ne
permet alors pas 1’¢limination de I’ensemble des bactéries présentes. La découverte de
composés capables de détruire les biofilms constituerait une alternative a 1’utilisation

d’antibiotiques. (Petit et al., 2024)

2.2. Le quorum quenching

Un autre mécanisme que possédent les bactéries du genre Bacillus est le « quorum
quenching », qui correspond a I’action d’empécher le « quorum sensing », a savoir, un des
moyens de communication inter bactéries. (Shaheer et al., 2021). Le « quorum quenching »,
qui induit donc la perturbation de la communication entre cellules, s’analyse donc comme un
moyen pour certaines bactéries d’empécher la virulence d’autres bactéries notamment des
pathogénes. Les bactéries produisent des molécules appelées des auto-inducteurs, lesquels se
retrouvent en plus ou moins grande quantité en fonction de la densité de bactéries. Une
modification de I’expression de certains genes est alors réalisée et le comportement de la

bactérie se voit modifi¢ (Waters and Bassler, 2005).
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Le « quorum sensing » est donc un mécanisme entrant dans ce qu’on appelle les facteurs de
virulence. Il controle divers éléments a savoir la formation de biofilms, la production de
protéases ainsi que de métalloprotéases, de sidérophores, de toxines extra-cellulaires et des
¢léments du systeme de sécrétion de type 3. Un controle de 1I’expression de certains genes
s’effectue selon la densité de bactéries présentes. En fonction du pathogene, on observe des
variations au niveau du mode de fonctionnement. Vibrio harveyi dispose de trois éléments
différents permettant I’induction de ce mécanisme. Il s’agit donc de molécules de
signalisation qui vont pouvoir interagir avec les autres bactéries en venant se fixer sur la paroi
et permettre ainsi I’internalisation d’un message suite la liaison ligan-récepteur. Dans une
¢tude ou ont été prélevés des échantillons de sol d’étangs d’aquaculture et de mangrove, un
grand nombre de bactéries pouvant former des spores ont été détectées. Parmi les 118
bactéries trouvées dans ces milieux, trois types de Bacillus ont montré le plus haut taux de
dégradation du N-acétyl- homoserine lactones, a savoir une des molécules intervenant dans le
« quorum sensing ». Bacillus subtilis faisait partie de ce trio de bactéries. La dégradation du
AHL résulte de la production de la lactonase par la bactérie et provoquant 1I’hydrolyse de la
partie lactone. Cependant, méme apres sa dégradation, lorsque 1’acidité du milieu augmente,
la AHL est capable de se reformer et récupérer ses propriétés. Comme mentionné
précédemment, certains pathogenes, notamment Vibrio harveyi, sont capables de produire des
enzymes. Dans le but de démontrer que certaines bactéries sont douées du « quorum
quenching », il a fallu utiliser des substrats formés de molécules dégradables par les enzymes
comme milieu de co-culture pour Vibrio et les différentes souches de Bacillus. (Shaheer et al.,

2021).

3.Effets de Uefficacité de Bacillus subtilis in vivo sur
le Tilapia du Nil.

Différents travaux ont été réalisés sur le Tilapia du Nil afin d’étudier I’effet de diverses
souches de Bacillus subtilis sur cette espece. Pour cela, plusieurs facettes ont été investiguées,
a savoir, I’effet sur la croissance, la digestion, I’activité¢ enzymatique au niveau digestif, la
qualité de I’eau, I’immunité, la tolérance au stress et la résistance a divers pathogenes. Les
informations principales concernant les études utilisées dans ce chapitre sont reprises dans

[’annexe 1.
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3.1.  Surlimmunité

3.1.1.Détection des agents bactériens par ’hote

Afin de pouvoir augmenter I’immunité de son héte, il faut que Bacillus subtilis soit détecté
par le systéeme immunitaire de I’hote. Certains membres de la famille des récepteurs de type
Toll (TLR) sont capables de détecter les « pathogen-associated molecular pattern » portés par
les bactéries. Ces récepteurs sont composés de trois €léments localisés a diverses positions au
niveau de la membrane : la partie extracellulaire avec une extrémité N et un domaine composé
de plusieurs répétitions de leucine, la partie transmembranaire et la portion intra cellulaire
avec le récepteur TOII/IL-1. Cette dernicre portion n’est pratiquement pas modifiée entre les
différents récepteurs Toll. Tous les types de TLR ne permettent pas la détection de bactéries.
Chez le Tilapia du Nil, on retrouve le TLR25 qui serait étroitement li¢ aux TLR 1 et TLR 2.
En effet, le TLR25 posséde la méme structure au niveau de la répétition des leucines mais la
différence avec le TLRI1 se situe au niveau de la partie N terminale. Ces récepteurs s’averent
étre des capteurs de bactéries. C’est grace a la compréhension de ces voies de signalisation et
de la connaissance de 1’association ligand-récepteur pour chaque TLR que I’on pourra
comprendre comment pouvoir influencer les réponses immunitaires via notamment
I’utilisation des probiotiques. Les bactéries Gram positives, dont Bacillus subtilis fait partie,
contiennent dans leur paroi des peptidoglycanes qui sont reconnus par les TLR2. Les
lipopeptides également produits par Bacillus subtilis sont reconnus soit par les hétérodimeres
TLR2-TLR1 ou TLR2-TLR6 suivant qu’ils sont triacylés ou diacylés. Au vu de I’étroitesse de
formule entre le TLR1 et 25 comme mentionnée ci-dessus, le TLR25 pourrait potentiellement
s’associer au TLR2 afin de pouvoir détecter une variété plus importante de PAMPs.
L’activation de ces TLR entraine la mise en place d’une cascade de signalisation permettant,

in fine, de produire des cytokines inflammatoires (Zhang et al., 2014).

3.1.2.Le lysozyme de type C et mécanismes d’autoprotection de
Bacillus subtilis

Les différentes études permettent de constater que Bacillus subtilis est responsable de
I’accroissement de I’expression du lysozyme de type C chez I’hdte. Le lysozyme de type C est
une enzyme antimicrobienne qui fait partie de I’immunité innée. Sa production est stimulée
suite a la présence de bactéries, de lipopolysaccharides ou encore de peptidoglycanes. Cette
enzyme induit la mort des bactéries en solubilisant leur paroi suite a la dégradation des

polysaccharides et peptidoglycanes qui y sont présents. Le lysozyme peut donc facilement
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atteindre les bactéries Gram positives. En ce qui concerne les bactéries Gram négatives qui
possedent une membrane externe composée de lipopolysaccharides, le lysozyme n’a pas un
acces direct a la paroi. D’autres éléments du systéme immunitaire inné sont donc nécessaires
pour provoquer la lyse de la membrane externe. Les bactéries ne sont pas les seuls organismes
visés : les virus, les champignons et parasites peuvent également étre atteints. (Song et al.,

2021)

Il est donc légitime de se demander comment Bacillus fait pour se protéger de cette enzyme
capable d’altérer les parois des bactéries, d’autant plus au vu de la nature de Bacillus, une

bactérie de type Gram positif.

Il s’avere que Bacillus subtilis possede des mécanismes de protection via I’intervention d’un
régulon nommé ", produit en réponse a la présence de lysozyme. ¢" est a I’origine de la
modification des peptidoglycanes composant la paroi, les rendant ainsi moins accessibles aux
lysozymes. ¢" régule I’expression de génes codants pour deux enzymes a savoir OatA et
DItABCDE. OatA permet 1’acétylation des peptidoglycanes et DItABCDE permet I’insertion
de résidus D-alanine au sein des acides téichoiques. Ces deux altérations empéchent

I’attraction et le clivage de la paroi par le lysozyme (Guariglia-Oropeza and Helmann, 2011).

En ce qui concerne I’immunité, un grand nombre de parameétres peuvent étre mesurés afin de
pouvoir attester que cette dernicre soit bien améliorée par la présence du probiotique que 1’on

souhaite tester.

La superoxyde dismutase et le myéloperoxydase sont deux enzymes permettant le traitement
des especes réactives de 1’oxygenes. (Won et al., 2020). La production d’especes réactives de
I’oxygene, telles que O2- et H202, est initiée par les cellules phagocytaires afin de permettre
la destruction des pathogenes. Cela fait partie intégrante de I’immunité innée et leur
augmentation démontre un organisme €tant prét a combattre les envahisseurs (Liu et al., 2017;
Galagarza et al., 2018). Lors d’une supplémentation en Bacillus subtilis dans I’alimentation a
un taux de 1x10® CFU/g, il semble que les taux d’activité de ces enzymes soient accrus de

manicre significative (Won et al., 2020).

Une autre manipulation, visant a démontrer I’activité bactéricide du sérum, peut-&tre
accomplie. Il est pour cela nécessaire de prélever le sérum et de 1’incuber avec une suspension
bactérienne. Le dénombrement des bactéries viables apres cette incubation permettra
d’attester de cette activité bactéricide ou non. Dans ce cas-ci, les valeurs obtenues étaient

significativement supérieures pour les animaux ayant recu dans leur alimentation des
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probiotiques, et ce pour les trois especes bactériennes visées dans cette étude a savoir :

Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas syringae (Aly et al., 2008).

Les composants de I’immunité innée ont ét¢ significativement stimulés par 1’administration de

Bacillus subtilis DSM 32315. Parmi ces composants, on retrouve le lysozyme, le complément
C3.

Dans I’étude de Liao et al, (2023), deux problématiques ont été étudiées afin de comprendre
I’impact de Bacillus subtilis dans différentes conditions. Les auteurs y ont testé des aliments
contenant deux pourcentages différents de protéines (28% et 32%). Un challenge test a été
effectué, cette fois ci non pas en utilisant un micro-organisme mais en jouant sur la
concentration en ammonium dans 1’eau. La découverte fut que, quelles que soient les
conditions de concentration en ammonium dans 1’eau, 1’utilisation du probiotique permettait
de diminuer la valeur de la malondialdéhyde, une molécule permettant d’indiquer le niveau de
stress oxydatif. Une constatation intéressante fut que les meilleurs résultats concernant
I’amélioration de I’immunité étaient obtenus pour 1’aliment a 28% de protéines avec 0,1% de

Bacillus subtilis et pour 1’aliment a 32% avec 0,3% de Bacillus subtilis. (Liao et al., 2023)

Bacillus subtilis est une bactérie douée de la capacité de sporuler. Sachant cela, des
chercheurs ont décidé de mener une étude en utilisant des spores de deux souches différentes.
Avant le démarrage de 1’étude visant a montrer I’effet sur le Tilapia de 1’utilisation de spores
de deux souches de Bacillus subtilis, les chercheurs ont recherché ces souches au sein méme
du tube digestif des poissons. Aucune des deux souches n’a pu étre détectée. Les mesures de
quantification du lysozyme, une enzyme dont les bienfait ont ét¢ mentionnés ci-dessus, ont été
réalisées a plusieurs reprises au cours de 1’étude, permettant de montrer une augmentation
significative de cette enzyme mais avec des degrés variables. L’ impact des souches NZ86 et
O14VRQ de Bacillus subtilis a é&t¢é montré comme €tant significatif en ce qui concerne
I’expression de cytokines pro-inflammatoires (permettent une régulation positive des réponses
inflammatoire ainsi que de stimuler 1’arrivée de phagocytes au niveau de I’intestin), ’activité
phagocytaire des leucocytes, I’activité du lysozyme ou encore la voie alternative du
complément. La souche O14VRQ a cependant montré une meilleure stimulation sauf pour la
voie alternative du complément ou c’était la souche NZ86 qui a permis la meilleure réponse
(Galagarza et al., 2018). Des résultats tout aussi encourageants ont été¢ obtenus par Aly et al.,
(2008) a la suite de I’utilisation de la souche ATCC 6633, des mesures de 1’activité du
lysozyme ont été effectuées a un et deux mois apres le début du traitement. Des valeurs
significativement supé€rieures ont été enregistrées pour les groupes supplémentés en
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probiotiques et ce par rapport au groupe contrdle. Il n’y avait cependant pas de réelle

différence entre les valeurs obtenues a un et deux mois.

3.2. Reésistance au stress et aux pathogenes

Il semble que toutes les souches de Bacillus subtilis ne permettent pas une protection absolue
contre tous les pathogenes. Le taux de survie des individus étudiés et challengés par
Streptococcus agalactiae fut comparable, qu’ils aient été¢ supplémentés ou non en Bacillus
subtilis. 11 est a noter que Bacillus cereus semble avoir eu un impact plus important au niveau
de la démonstration d’une réponse immunitaire innée que Bacillus subtilis. 11 en va de méme
pour les animaux supplémentés avec le mélange des deux especes de Bacillus (Xia et al.,
2020). Une seconde étude étudiant le méme pathogeéne mais avec cette fois-ci Bacillus subtilis
HAINUP40 a montré des résultats trés différents. Cette souche bactérienne a démontré sa
capacité a accroitre le taux de survie des poissons face a Streptococcus agalactiae, en passant
de 15% pour les poissons non traités a 60% pour ceux supplémentés (Liu et al., 2017). Une
autre valeur intéressante est celle du RLP, qui est « le taux relatif de protection ». La
détermination de cette valeur est basée sur la formule « 1- (le pourcentage de mortalité dans le
groupe traité/ le pourcentage de mortalité dans le groupe controle) x 100) » dans laquelle les
taux de mortalité¢ dans le groupe controle et dans le groupe traité sont requises. Cette donnée
était significativement plus élevée pour le groupe traité en comparaison au groupe contrdle,
indiquant une protection accrue conférée par 1’ingestion de probiotiques (Aly et al., 2008).
Concernant Aeromonas hydrophila, on a pu voir que la supplémentation en Bacillus subtilis
WB60 a permis de fournir aux individus une meilleure résistance face a ce pathogene. I est
intéressant de noter que la quantité de probiotique ajoutée a I’alimentation a joué un role
important dans les effets observés. En effet, le taux de survie lors de I’inoculation avec
Aeromonas hydrophila ainsi que 1’activité de la superoxyde dismutase et de la
myéloperoxydase ont été considérablement augmentés par I’utilisation 1x10® CFU/g plutét
que de 1x10’CFU/g. L’expression d’autres éléments a également été stimulée par cette
concentration en probiotique. Il s’agit de HSP70, du TNF alpha, de I’IL-1p et de I'TFN-y
(Won et al., 2020). Enfin, une autre étude a décidé d’investiguer I’'impact de Bacillus subtilis
QST713, en comparaison avec 1’impact suivant I’administration de trimethoprim-
sulfamethoxazole, sur le taux de survie apres inoculation de Vibrio cholerae. Le taux de
survie était significativement accru suite a I’administration de ces ¢léments en comparaison au
groupe contrdle. Cependant, le taux était 1égérement plus important dans le groupe

supplémenté en Bacillus subtilis avec une valeur d’environ 90% contre 80% pour le groupe
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traité a ’antibiotique. Au vu de ces résultats, 1’usage du probiotique semble étre tout aussi
performant que 1’usage d’antibiotique, afin d’accroitre le taux de survie face a ce pathogene

(Elewasy et al., 2024).

Un ¢élément intéressant fut par ailleurs releve, a savoir que lors de tests réalisés a partir de
certains pathogeénes, 1’inoculation est pratiquée par injection intra-péritonéale. Toutefois, cela
signifie que 1’on contourne le tractus digestif et que I’on ne tient dés lors pas compte de la
compétition qui peut régner entre le pathogene et le probiotique au sein de ce milieu. Il est
donc assez probable que les résultats obtenus au niveau du taux de survie puissent étre
améliorés si I’individu infecté pouvait bénéficier de cet effet de compétition (Addo et al.,

2017).

La réalisation de tests in vitro et in vivo du probiotique face a divers pathogeénes permet de
pouvoir comparer différents résultats obtenus. L’utilisation d’un probiotique peut s’avérer
fructueuse pour contrer un pathogene in vitro et au contraire ne pas 1’étre dans des conditions
in vivo. Dans I’étude de Aly et al., (2008), des tests in vitro ont été réalisés a I’aide de
Lactobacillus acidophilus et Bacillus subtilis pour identifier ou non un effet inhibiteur sur la
croissance des bactéries suivantes : Streptococcus iniae, Aeromonas hydrophila et
Pseudomonas fluorescens. Les résultats obtenus concernant Bacillus subtilis sont qu’il a
permis une inhibition d’Aeromonas hydrophila et de Pseudomonas fluorescens mais pas de
Streptococcus iniae. La sécurité du probiotique en question est également importante. C’est
pour cela que son injection intra-péritonéale est réalisée avec, en tant que groupe controle, des
animaux ayant recu une injection intra péritonéale de solution saline stérile. Pour cette étude,
aucune mortalité n’a été enregistrée sur une période de 15 jours suivant I’injection (Aly et al.,

2008)

Certains chercheurs décident de ne pas réaliser un challenge test sur base d’un agent
pathogeéne mais plutdt sur base des conditions d’élevage. Dans le cadre de 1’étude de Telli et
al.,(2014), le choix s’est porté sur la densité de population. L’¢élevage s’est fait a deux niveaux
de densité (a 18,75 poissons m™ et 62,50 poissons m). La conclusion de I’étude est que
I’utilisation de probiotiques a permis, dans des conditions de haute densité, d’améliorer les
parametres de ’immunité innée. Cependant, lorsqu’on observe les valeurs obtenues pour le
lysozyme en conditions de basse densité, qu’il s’agisse du groupe contrdle ou du groupe
supplémenté en Bacillus subtilis, les valeurs sont les mémes. Effectivement, entre le groupe
contrdle et le groupe supplémenté a haute densité, il y a une différence importante entre les
valeurs, mais peut-on réellement attribuer cette stimulation de I’immunité innée a 1’utilisation

24



de Bacillus subtilis ? On peut également imaginer que la présence de Bacillus subtilis a
permis de contrer les effets négatifs du stress dans les conditions de densité de population
¢levée en améliorant les éléments de I'immunité innée. Cela suggere donc que 1’utilisation
bénéfique des probiotiques n’intervient pas uniquement dans la prévention et la résistance aux
pathogenes mais également dans des conditions d’élevages pouvant amener un certain stress

comme dans le cas présent avec une forte densité. (Telli et al., 2014).

3.3. Conservation

Pour assurer une consommation suffisante du probiotique en question par les poissons, il est
nécessaire de s’intéresser aux conditions de conservation nécessaires pour disposer d’ un
nombre suffisamment important de cellules viables. Des analyses sur des aliments conservés a
deux températures différentes ont été réalisées et ont permis d’établir qu’une conservation de
I’aliment a 4°C plutdt qu’a 25°C favorisait la présence d’un plus grand nombre de bactéries

compétentes (Aly et al., 2008).

3.4. Viabilité et persistance apres ingestion

Il est également judicieux de s’interroger sur la quantité de probiotique viables se trouvant
dans I’intestin apres 1’administration d’une dose connue du probiotique en question, dans le
cas présent 108CFU/g d’aliment. Au total, trois mesures ont été réalisées, a 2, 4 et 8 semaines
post-ingestion, avec des valeurs de Bacillus subtilis dans I’intestin de respectivement 1,02x10’
CFU/g, 1,07x10’CFU/g et 1,89x10’CFU/g. (Liu et al., 2017). Ces résultats montrent que la
dose retrouvée dans I’intestin est inférieure a celle administrée. Cependant celle-ci tant a
rester stable au fil du temps, voir méme a augmenter légerement. Cela pourrait suggérer une
adaptation du microbiote avec une meilleure colonisation par Bacillus subtilis au cours du

temps.

3.5. Modalités d’administration

La manicre d’instiller le probiotique est é¢galement intéressante a étudier. La plupart des
¢tudes choisissent de coater ou mélanger le probiotique directement a I’aliment. Dans le cas
de I’¢étude de Zhou et al., (2010), le probiotique est directement disposé dans I’eau tel quel. Il
aurait ¢t¢ utile de comparer 1’utilisation de cette souche d’une part en I’appliquant directement
a I’eau et d’autre part a I’ajoutant a la formation de I’aliment. La comparaison avec d’autres
probiotiques peut permettre de repérer I’efficacité de certains probiotiques pour des effets

particuliers par rapport a d’autres. Toujours dans cette méme étude, trois probiotiques
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différents ont été utilisés : Bacillus subtilis B10, Bacillus coagulans B16 et
Rhodopseudomonas palustris G06. L’effet positif de Bacillus subtilis B10 sur la SOD, la CAT
et la production d’espéces réactives de 1I’oxygene a pu étre démontré. Cependant, les valeurs

obtenues a partir de Bacillus coagulans étaient plus importantes. (Zhou et al., 2010)

3.6. Impacts de la durée d’administration

La durée d’administration nécessaire pour montrer des effets notamment concernant
I’immunité est importante a connaitre afin d’effectuer, par la suite, une mise en application
qui soit adéquate. L’étude de Liu et al., (2017) a permis d’observer que I’activité du lysozyme
et la production d’espéces réactives de 1I’oxygene avaient été considérablement augmentées
apres 2 semaines de supplémentation en probiotique, mais que, par la suite, entre les mesures
réalisées apres 4 et 8 semaines, les différences n’étaient plus significatives. L’inverse fut
constaté pour la « capacité anti-oxydante totale » (T-AOC) et I’activité de la superoxyde
dismutase, avec des valeurs significativement augmentées seulement apres 8 semaines (Aly et
al., 2008). Le T-AOC permet de rassembler I’ensemble des moyens antioxydants du corps en
une seule valeur (Liu et al., 2017). Cela démontre donc que pour certains parametres, un
temps d’exposition au probiotique plus long semble nécessaire pour permettre 1’acquisition
d’une bonne immunité. La durée d’administration du probiotique semble aussi avoir un
impact sur le niveau de protection. En effet, ce taux s’est avéré largement plus élevé apres
deux mois d’ingestion de la souche de Bacillus subtilis ATCC6633 en comparaison a ce qui
¢tait observé apres seulement 1 mois et ce suite au challenge test réalisé pour Streptococcus

iniae, Aeromonas hydrophile et Pseudomonas fluorescens.(Aly et al., 2008).

3.7. Association de probiotiques

Certains groupes de recherche ont pris le parti de tester des especes de bactéries différentes,
de maniere individuelle mais également en association. C’est le cas pour Aly et al., (2008) qui
ont utilisé de maniére isolée et combinée Bacillus subtilis ATCC 6633 et Lactobacillus
acidophilus. 11 est intéressant de noter que 1’association de Bacillus subtilis et de Lactobcillus
acidophilus a permis un taux de survie significativement plus important que Bacillus subtilis
seule face aux pathogenes étudiés. Il existe potentiellement une synergie entre ces deux
bactéries. La méme observation a été mise en évidence pour ’activité bactéricide du sérum.
(Aly et al., 2008). Addo et al., (2017), ont étudié trois souches (SB3086, SB3295 et SB3615)
et ont décidé de combiner deux d’entre elles (SB3086 et SB3615). Il semble que les souches

de Bacillus subtilis étudiées ici permettent une stimulation accrue de I’immunité innée
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systémique via I’activité du lysozyme et ’activité bactéricide du sérum. Il ne semble
cependant pas y avoir de réelle différence entre le fait d’utiliser une de ces souches ou d’en
combiner deux en ce qui concerne la résistance face a Streptococcus iniae, I’activité du

lysozyme ou encore 1’activité bactéricide du sérum.

4.Discussion

Bacillus subtilis semble pouvoir étre considéré comme une bactérie intéressante en tant que
probiotique pour 1’aquaculture. 11 est en effet déterminé comme siir par 1’absence de génes de
résistance aux antibiotiques ou encore de facteurs de virulence. (Olmos et al., 2020). Il produit
toute une série de facteurs antimicrobiens permettant la dégradation et I’inhibition de
pathogénes. (Petit et al., 2024). De nombreux effets sont observés suite a leur utilisation, et ce,
notamment chez le Tilapia du Nil. En effet, concernant I’aspect de la croissance, aprés une
supplémentation durant 8 semaines de Bacillus subtilis HAINUP40, une augmentation
significative du poids final des poissons ainsi qu’une diminution du taux de conversion
alimentaires ont pu étre observés. La production d’enzymes digestives s’est également vue
étre impactée positivement avec une augmentation significative de la production d’amylase et
de protéase apres cette supplémentation. Les effets ne se trouvent donc pas étre uniquement
présent au niveau immunitaire mais bien slir d’autres plans de 1’élevage. (Liu et al., 2017)
Cependant, concernant les différents effets étudiés, tous les articles ne sont pas unanimes
quant aux éléments observés. Comme mentionné précédemment, la supplémentation en
Bacillus subtilis HAINUP40 a permis un gain de poids plus important en comparaison au
groupe contréle non supplémenté alors que 1’administration de Bacillus subtilis B10 n’a pas
montré cet effet (Zhou et al., 2010; Liu et al., 2017). De méme pour « la capacité antioxydante
totale » pour laquelle aucune différence significative n’a été observée apres 1’administration
de Bacillus subtilis B10 contrairement a Bacillus subtilis DSM32315 (Zhou et al., 2010; Liao
et al., 2023)

11 faut toutefois rester critique par rapport aux études menées avant de conclure que les effets
de Bacillus subtilis ne semblent pas prometteurs ou sembles inconstants. En effet, les
différentes études menées traitent de souches de Bacillus subtilis différentes. Cela permet de
se rendre compte de la diversité de souches existantes et que toutes n’ont pas le méme
potentiel d’efficacité. Par ailleurs, les conditions dans lesquelles les études sont menées ne
sont pas toujours identiques avec des systemes de maintien de la qualité de 1’eau, des densités

de populations différentes. Par exemple, dans certains cas 20 poissons par cuve de 3001 avec
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un systéme d’aquaculture en recirculation (RAS) ou dans d’autres cas, 60 poissons par cuve
de 501 (Galagarza et al., 2018; Xia et al., 2020). La distribution du probiotique s’est faite la
plupart du temps par fixation sur les pellets d’aliments mais une étude a cependant décidé de
directement appliquer ce dernier dans 1’eau. Les dosages et temps d’administration n’étaient
pas toujours identiques. Si on reprend 1’exemple ci-dessus, Bacillus HAINUP 40 avait été
administré a une dose de 1x103CFU/g pendant 8 semaines via 1’alimentation alors que
Bacillus subtilis B10 fut administré directement dans ’eau a une dose de 1x10’CFU/ml
pendant seulement 40 jours (Zhou et al., 2010; Liu et al., 2017). Tous ces ¢léments font qu’il

est normal d’observer des différences entre ces études.

Bien que de nombreuses études soient menées dans ce domaine, il est intéressant de
s’intéresser a la réelle utilisation des probiotiques en élevage et leur connaissance aupres des
pisciculteurs. Une enquéte a été réalisée dans le cadre de ce travail aupres de 40 pisciculteurs
wallons en vue de percevoir I’intérét pergus de ces probiotiques et de maniere plus globale
certains ¢léments de I’aquaculture. Au total, sept soit 17,5% des entreprises interrogées ont

répondu au questionnaire soumis.

Le probleéme principal en aquaculture et revenu le plus fréquemment dans les réponses est
I’atteinte des poissons par des maladies (85,7% des éleveurs ont choisi cette proposition).
D’autres éleveurs ont choisi également le coit élevé de 1’alimentation, la mauvaise qualité de

I’eau, ainsi que la prédation (figure 5).

Maladies fréquentes des poiss... 6 (85,7 %)

Qualité de l'eau (ex : taux d'oxy... 1(14,3 %)

Colt élevé de I'alimentation 2 (28,6 %)
Difficulté d'accés aux traitemen...
Stress des poissons (ex : densi...
Rendement de croissance insu...

débit du cours d'eau en été 1(14,3 %)
1(14,3 %)

1(14,3 %)

prédation

prédation par les cormorans

Figure 5 : identification des principaux problémes rencontrés dans 1’élevage aquacole.

11 était intéressant également de se renseigner sur les moyens utilisés actuellement afin de
lutter contre les problémes mentionnés ci-dessus. Les éléments suivants ont ét¢ mentionnés :

antiparasitaires, balnéation, antibiotiques, controle de la provenance des poissons, chaulage
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des étangs, stamping out. Concernant de maniere plus spécifique la question des probiotiques,

57,1% des répondants connaissent I’usage des probiotiques en aquaculture (figure 6).

@ Oui
@ Non

Figure 6 : Connaissance oui ou non de 1’usage des probiotiques en aquaculture.

Cependant, aucun d’entre eux ne les utilise. Une personne a d’ailleurs répondu qu’elle ne
savait pas réellement si elle en utilisait ou non, ignorant si les aliments utilisés en contenaient

ou non.

Pour le reste, 1s raisons mentionnées pour expliquer 1’absence d’utilisation de ces probiotiques

ont été les suivantes (figure 7) :

- manque d’information sur leur utilité ;

- manque de fournisseurs ;

- les probiotiques sont a incorporer dans les aliments aprés 1’achat de ces derniers ;
- 1ils ne semblent pas nécessaires ;

- les produits existants sont peu connus.

Manque d'informations sur leur... 3(42,9 %)
Colt trop élevé—0 (0 %)
Manque de fournisseurs ou de... 2 (28,6 %)

Préférence pour d'autres méth...

je ne fais plus que de I'affinage... 1(14,3 %)

Les probitotiques sont a incorp... 1(14,3 %)

jamais entendu parlé... 1(14,3 %)

pas nécessaire et produits peu... 1(14,3 %)
0 1 2 3

Figure 7 : Quelles sont les raisons de la non-utilisation des probiotiques.
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Plus de quarante pourcents des répondants jugent comme étant moyen 1’intérét des

probiotiques (figure 8)

@1
[ W
@3
@
®5

Figure 8 : Evaluation de I’intérét potentiel de 1’usage des probiotiques en aquaculture

(1 = aucun intérét, 5 = trés intéressant)

11 fut intéressant de voir ce qui encouragerait les pisciculteurs a complémenter leurs poissons
en probiotiques ainsi que leurs attentes. Le bénéfice principal attendu de leur part serait la
réduction des pathologies (figure 9). Afin de pouvoir juger de 1’utilité des probiotiques leur
souhait serait d’avoir plus d’informations scientifiques quant a leur réelle efficacité, avoir des
retours d’expérience d’autres pisciculteurs en ayant déja 1’usage, ainsi que des formations et

un accompagnement technique (figure 10).

Ameélioration de la croissance des

poissons 2 (28,6 %)

Réduction des maladies 6 (85,7 %)

Diminution de l'usage des

0,
antibiotiques 1(14,3 %)

Ameélioration de la qualité de
l'eau

ne sais pas 1(14,3 %)

Figure 9 : Quels sont les bénéfices attendus par les éleveurs de 1’utilisation des probiotiques.
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Plus d'information scientifiques

0
sur leur efficacité 6 (85,7 %)

Un co(t plus accessible 1(14,3 %)

Des recommandations officielles

. . 1(14,3 %)
ou réglementaires

Des retours d'expérience de

0,
pisciculteurs locaux 4(57,1 %)

Un accompagnement technique

0,
et des formations 4(57,1 %)

Figure 10 : Quels sont les éléments qui encourageraient les éleveurs a utiliser les probiotiques.

La majorité des répondants seraient intéressés par une formation traitant de ce sujet (figure

11).

® Oui
@ Non

Figure 11 : Intérét porté par les éleveurs concernant le fait de recevoir une présentation ou une

formation sur 1’usage des probiotiques en aquaculture.

On note donc : chez une notable majorité de ces répondants, un intérét de disposer de

meilleures connaissances de ces probiotiques ;

- que peu de moyens semblent étre mis en ceuvre a 1’heure actuelle pour dépasser
I’usage d’antibiotiques et antiparasitaires, par manque de connaissance et de

disponibilité des probiotiques.

11 faut toutefois prendre ces réponses avec des pincettes. Le nombre et la qualité des réponses
est assez peu représentatif. La démarche visait a avoir une connaissance de ce qui est pratiqué

a une échelle locale. Le méme type d’enquéte pourrait étre réalisé afin de comprendre les
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réelles attentes des pisciculteurs et les éléments qu’ils souhaiteraient qu’on leur fournisse afin

de pouvoir en faire usage.

Le but du travail ici présent était de comprendre les mécanismes permettant a Bacillus subtilis
de jouer son role antimicrobien et d’évaluer les effets de son application sur une espece
précise de poissons. Cependant, 1’utilisation de plusieurs probiotiques a également été étudiée
afin d’y voir une potentielle synergie entre diverses especes bactériennes. L’association de
Bacillus subtilis et Lactobacillus acidophilus fut étudiée, aprés une supplémentation
individuelle et combinée de ces deux bactéries, chez le Tilapia du Nil. Leurs résultats
indiquent que I'utilisation combinée de ces deux bactéries a permis une meilleure activité
bactéricide du sérum ainsi qu’un meilleur taux de survie face a divers pathogenes

contrairement a leur administration individuelle. (Aly et al., 2008)

Néanmoins, malgré la démonstration des effets positifs de Bacillus subtilis, les mécanismes
précis ne sont que partiellement expliqués. Certaines études menées chez I’Homme ont permis
de comprendre le role d’une variété de lipopeptides produit par Bacillus subtilis, a savoir, la
fengycine. L’activation des récepteurs de type Toll via certains composés présents dans la
structure de Bacillus subtilis permettrait I’activation d’une cascade de signalisation avec la
production, in fine, de cytokines pro-inflammatoires (Zhang et al., 2014). Des recherches
semblables pourraient faire 1’objet d’études chez les poissons afin d’attester que le méme

mécanisme y est présent pour des pathogénes spécifiques de ces organismes.

5.Conclusion

Au vu du développement croissant de I’aquaculture et de la nécessité de trouver des
alternatives aux antibiotiques, les probiotiques semblent étre un choix judicieux. Le recours
aux probiotiques, notamment constitués de Bacillus subtilis, représente une stratégie
prometteuse. En effet, [ls permettent d’améliorer I’immunité, la résistance a divers pathogenes
tels que Streptococcus iniae, diverses especes de Vibrio, ainsi qu’Aeromonas hydrophila, chez
Le Tilapia du Nil (Oreochromis niloticus). De nombreuses études ont ét¢ menées afin de
mettre en évidence les nombreux bienfaits de ces probiotiques. Le Tilapia du Nil est une

espece clé en ce qui concerne la production aquacole mondiale.

Ce travail permet de souligner I’intérét de 1’utilisation de Bacillus subtilis afin de renforcer

I’immunité chez le Tilapia, accroitre son taux de survie face a certain pathogenes, ainsi que
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d’accroitre sa résistance dans certaines conditions telles qu'une densité de population

importante.
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Souche de Dosage Distribution | Durée de Nombre | Dans quelles | Challenge test | Effets observés sur Source
Bacillus subtilis I’étude total de conditions I’immunité et la
poissons résistance aux
pathogenes
Bacillus subtilis 1x108 Alimentation 6 semaines 720 60 poissons par Streptococcus | Expression plus élevée (Xia et al., 2020)
CFU/g cuves de 50L agalactiae du lysozyme de type C
Renouvellement | (injection intra- mais moins que pour
de 50% de I’eau péritonéale Bacillus Cereus. Le
tous les jours. taux de mortalité, suite
au challenge test, n’a
pas été diminué pour le
groupe de Bacillus
subtilis.
Bacillus subtilis | 5x10°CFU/g | Alimentation 84 jours 520 Elevage a deux | Exposition a une Expression du (Telli et al., 2014)
C-3102 niveaux de densité lysozyme plus élevée
densité (18,75 importante pour les poissons
fish m= et 62,50 d’individus nourris avec Bacillus
fish m3) subtilis en conditions
de haute densité. A
basse densité, pas de
différence de lysozyme
entre le groupe
contrdle et probiotique.
Bacillus subtilis | 1x10°CFU/g | Alimentation 8 semaines 480 20 poissons par Aeromonas L’activité du lysozyme | (Won et al., 2020)
WB60 (BS7) cuves de 40L hydrophila significativement
1x108CFU/g avec flux (injection intra- augmenté pour BS8.
(BS8) del,5L/min péritonéale de | L’activité de la SOD et
d’eau fraiche 0.,5ml d’une la MPO et le taux de
filtrée solution a survie au challenge test
2x10’CFU/qg) significativement

augmentées pour BS8
et BS7

Tableau 1 : Tableau reprenant les études traitant de lutilisation de Bacillus subtilis chez le Tilapia du Nil
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Bacillus subtilis 1x107 Alimentation 51 jours 60 20 poissons par / L’activité (Galagarza et al.,
NZ86 spores/g cuve de 300L phagocytique des 2018)
Et avec utilisation leucocytes est accrue
Bacillus subtilis d’un systéme mais pas de maniére
014VRQ d’aquaculture en significative.
recirculation Augmentation
significative cytokines
pro-inflammatoire
pour la souche
014VRQ. Quantité de
lysozyme
significativement
augmentée pour les
deux souches.
Bacillus subtilis | 1x10’CFU/g | Alimentation 8 semaines 1920 30 poissons par Aeromonas Les valeurs de (Aly et al., 2008)
ATCC 6633 cuve 150L d’eau hydrophila, ’activité du lysozyme
avec Pseudomonas | et de I’effet bactéricide
renouvellement fluorescenc et du sérum
quotidien de Streptococcus significativement
I’eau iniae supérieures au groupe
(0,5 ml de 108 controle. Taux de

bactéries mlt)

mortalité diminué suite
a I’utilisation du
probiotique lors du
challenge test.

Tableau 1 : Tableau reprenant les études traitant de lutilisation de Bacillus subtilis chez le Tilapia du Nil
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Bacillus subtilis 4x10CFU/g | Alimentation 21 jours Non 28 poissons par | Streptococcus Les valeurs de (Addo et al., 2017)
SB3086 précisé cuve de 45L iniae (injection | I’activité du lysozyme,
SB3295 d’eau intra-péritonéale | de I’effet bactéricide
SB3615 de 200ul d’une | du sérum, du taux de
Individuellement suspension afin survie
ou combinaison d’obtenir significativement
entre SB3086 et 8x10°CFU par | supérieures au groupe
SB3615 poisson) controle. Pas de
différence significative
entre ’utilisation
individuelles des
souches ou la
combinaison de deux
d’entre elles.
Bacillus subtilis | 2x10° CFU/g | Alimentation 8 semaines 1200 30 poissons par | Quantité accrue | Valeurs du lysozyme, (Liao et al., 2023)
DSM 32315 dans le cuve de 240L d’ammonium complément, I’IL-10 et
composé d’eau de la « capacité
utilisé mais antioxydante totale »
soit 0%, significativement

0,1%, 0,2%
et 0,3% de la
composition
de I’aliment

augmentées par I’ajout
de Bacillus subtilis.
« La capacité
antioxydante totale »
était significativement
plus importante avec
une supplémentation a
0,3%. La
malondialdéhyde était
significativement
diminuée lors de
’utilisation de
Bacillus.
Pour les valeurs de
HSP70

Tableau 1 : Tableau reprenant les études traitant de lutilisation de Bacillus subtilis chez le Tilapia du Nil
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Bacillus subtilis | 1x108CFU/g | Alimentation 8 semaines 160 20 poissons par | Streptococcus Accroissement (Liu et al., 2017)
HAINUP40 cuve de 300L agalactiae significatif de la
avec un systeme | (injection intra- | production d’espéces
de flux de péritonéale de réactives de
circulation 1,5x105CFU/g) I’oxygénes et de
d’eau a I’activité du lysozyme
0,2L/min aprés 2 semaines. La
capacité antioxydante
totale et I’activité de la
superoxyde dismutase
augmentée
significativement apres
8 semaines.
Diminution du taux de
mortalité pour le
groupe traité.
Bacillus sutbilis | 1x10°CFU/ml | Directement 40 jours 360 30 poissons / L’activité de la (Zhou et al., 2010)

B10

dans I’eau

superoxyde dismutase
et de la catalase étaient
significativement
augmentées dans le
groupe traité. Pas de
différence significative
entre le groupe traité et
le contrdle pour « la
capacité antioxydante
totale », la
myéloperoxidase et le
lysozyme. La
production d’espéces
réactives de I’oxygene
était significativement
supérieure dans les
groupes traités.

Tableau 1 : Tableau reprenant les études traitant de lutilisation de Bacillus subtilis chez le Tilapia du Nil
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Bacillus subtilis
QST713

1x10°CFU/kg
d’aliment

Alimentation

10 jours

180

30 poissons par
aquarium de 96l

Vibrio cholerae

Le taux de survie était
significativement
amélioré par
I’utilisation de Bacillus
subtilis en
comparaison au groupe
contréle. Le nombre
total de leucocytes,
I’activité bactéricide
du sérum, les
parameétres anti-
oxydants était plus
important avec une
diminution de la
malondialdéhyde suite
a I’administration de
Bacillus subtilis

(Elewasy et al.,
2024)

Tableau 1 : Tableau reprenant les études traitant de lutilisation de Bacillus subtilis chez le Tilapia du Nil
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