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RESUME

La survie dAeromonas hydrophila B; dans
différentes conditions environnementales (eau
minérale, eau de mer avec ou sans exposition
aux rayonnements solaires) a été éludiée afin de
déterminer les modifications éventuelles acquises
par celte espece apres passage dans différents
milieux réceptifs. Ainsi, nous avons procédé au
suivi des caractéristiques notamment: cultivabilité,
intégrité membranaire, morphologiques, profils
biochimiquesetantibiotypiques. Lesrésullatsobtenus
montrent quAeromonas hydrophila B; soumise a
différentes conditions de stress environnementaux,
passe a la forme viable non cultivable (VNC).
Les réponses les plus remarquables concernent les
bactéries incubées en eau de mer el qui ont élé
exposées aux rayonnements solaires pendant 24b.
Parallelement, nous avons trouvé quAeromonas
hydrophila B; a subi différentes modifications par
rapport a l'état initial. Ces modifications louchent
Dlusieurs de ces caractéristiques morphologiques,
biochimiques et antibiolypiques.

Mots clés: Aeromonas hydropbila, survie, forme
viable non cultivable.
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ABSTRACT

Asurvival of A. bydrophila B; has been conducted
in different conditions (mineral water, seawater
exposed or not to the sunlight). Also, uncullurable
Jorms bave been detected by using epifluorescence
microscopy. Thus, different kinds of microcosms
were prepared using filtered and autoclaved
marine water or mineral water, inoculated by A.
hydrophila B; and maintained or not in room
light. Further, we tested the survival of A.
hydrophila B; incubated in seawater and exposed
to sunlight. Our results revealed that the culturable
count of A. hydrophila B; incubated in different
conditions declined. Nevertheless, no variations
were obtained for the total bacterial cells.
Morphological, biochemical and antimicrobial
modifications were noted.

Key words: Aeromonas hydrophila, survival, via-
ble but non culturable state.

INTRODUCTION

Aeromonas hydrophila est une espece non enté-
robactérie: coccobacille, Gram-, mobile, anaéro-
bie facultative et opportuniste dans l'environne-
ment aquatique >3 % Elle fut impliquée dans
différents types de cas pathologiques en eau de
mer %0789 La survie de cette espece en milieu
marin est compromise par l'entrée dans un état
viable non cultivable 0. Afin, d'évaluer leffet des

conditions du milieu (oligotrophie, salinité,
rayonnements solaires) sur la survie in vitro d’Ae-
romonas hydrophila, nous avons réalisé des sui-
vis de culture de la bactérie en eau de mer ou en
eau minérale exposée ou non 2 la lumiere. Ainsi,
nous avons pu établir un constat des conditions
ambiantes (notamment I'embouteillement de
I'eau) et le risque de contamination par les
formes non cultivables.
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MATERIEL ET METHODES

Le modeéle bactérien et caractérisation
biochimique de l'espéce

Aeromonas hydrophila utilisée dans la présente
étude est une souche de laboratoire (Bjs) isolée
d’'anguille « Monopterus albus » du département
de Microbiologie Vétérinaire de [I'Université
Agricole et Vétérinaire du Danemark. Les caracté-
ristiques biochimiques de la souche d’origine sont

données par le tableau 1. Les cultures d’Aeromo-
nas hydrophila (Bs) ont été préparées en bouillon
Trypto Casein Soja Broth (TS, BIORAD), puis
purifiées sur gélose Mueller Hinton (MH,
BIORAD). Lidentification de la bactérie a été
confirmée par I'utilisation de tests conventionnels
(Coloration de Gram, mobilité, oxydase et catala-
se) couplée a l'utilisation du systeme Api 20 NE
(Bio Mérieux, France).

Tableau I: Caractéristiques biochimiques de la souche Aeromonas hydrophila (B;).

Gram  Mobilité Hémolyse  Ox Cat
B; - + + + o+

DCA DCL DCO URE IND VP GLU O-ser AMX

R + + 013 R

Nota: Ox: oxydase; Cat: catalase; DCA: Décarboxylase arginine; DCL: Décarboxylase lysine; DCO: Décarboxylase orni-
thine; URE: uréase; IND: indole; VP: Voges-Proskauer; Glu: glucose; O-ser: O-serotype; AMX: Amoxiciline; R: résistant.

Caractéristiques antibiotypiques

Le profil de résistance aux antibiotiques a été réalis¢
selon la méthode décrite par Chabbert et al.l’.
Nous avons utilis¢ 11 antibiotiques: Streptomycine
(10ng), Tobramycine (10ug), Chloramphenicol,
Tetracycline (30ug), Furanes (300ug), Trimethoprim-
sulfamethoxazole (1.25u1g), Rifampicine (30ug),
acide oxalinique (10ug), Novobiocine (30ug),
Amoxicilline (25ug) et Oxacilline (1ug) (BIORAD,
France) 2. Apres 24h dlincubation 2 32°C, les sou-
ches ont été classées comme sensibles, intermédiai-
res or résistantes 3,

Préparation de Uinoculum

Une colonie dA. hydrophila de 24h/37°C, prélevée
sur gélose MH, est ensemencée dans 200ml de
bouillon TS et incubé au bain marie a 37°C pendant
18h (phase stationnaire). La culture a ensuite été
centrifugée a 3000tr/mn pendant 10min et lavée 3
fois a l'aide d’eau physiologique (9%o. NaCl) pour
¢liminer toute trace de matiere organique apportée
par le bouillon TS. La suspension ainsi obtenue est
diluée au 1/10°™ dans un volume final de 40ml
constituant I'inoculum utilisé pour ensemencer les
microcosmes. A I'état initial, nous avons procédé au
dénombrement de l'inoculum par microscope en
épifluorescence. Considérant ce dénombrement
nous avons réglé le volume de l'inoculum dans les
microcosmes 2 la charge de 107 cellules totales/ml.

Préparation des microcosmes

Dix-huit microcosmes (bouteilles en pyrex) de
200ml de volume ont été préparé: 6 microcosmes
pour la survie d” A. hydrophila en eau de mer
naturelle (obscurité et température ambiante,
90), 6 microcosmes pour la survie de cette espe-
ce en eau minérale (lumiere et température
ambiante, 90j) et enfin 6 autres microcosmes
remplis d’eau de mer ont été exposé aux rayonne-

ments solaires (24h). Lensemble de ces solutions
a été autoclavé et filtré sur membrane en nitrocel-
lulose de porosité 0.2um (Nucléopore). Ces diffé-
rentes solutions ont été inoculées par le meéme
inoculum d’A. hydrophila a la charge de 107 cel-
lules/ml constituant ainsi les différents microcos-
mes. Un échantillonnage régulier a été effectué
immédiatement apres inoculation (Ty) et périodi-
quement pour chaque suspension cellulaire.
Toutes les expériences effectuées ont été menées
en duplicat.

Evaluation de la cultivabilité

Les bactéries cultivables ont ét¢ dénombrées par des
dilutions successives au 1/10°™ dans de leau
physiologique stérile et par étalement (en duplicat)
de 0.1ml de chaque dilution sur gélose TS. Apres
incubation la lecture du nombre d'unités formant
colonies ou (UFC) par unit¢ de volume est
déterminée a chaque fois.

Dénombrement des cellules totales

Le dénombrement direct des cellules totales a été
fait par microscopie en épifluorescence 4,
Le dénombrement des cellules totales a été fait en
utilisant le fluorochrome SYBR Green (SGI)
(Molecular probes, Inc). 1ml de I'échantillon a
analyser a été dilué dans du Tris-HCI (0.1M), avec
Sul de Sybr Green. Lincubation a été réalisée a
'obscurité pendant 15 min a température
ambiante (25°C). Le SYBR green est un
fluorochrome ayant une forte affinit¢ pour TADN
55, Les échantillons ainsi marqués ont été filtrés
stérilement et observés ensuite au microscope en
épifluorescence apres excitation a une longueur
d’'onde A= 490nm. Les cellules totales englobent
les bactéries cultivables, bactéries VNC, ainsi que
les bactéries mortes '°.

22

Archs. Inst. Pasteur Tunis, 2008



S.EL MEJRI ET COLL.

Evaluation de lintégrité membranaire

La mesure du pourcentage des cellules bactériennes
présentant une membrane cytoplasmique altérée
est effectuée a l'aide du Kit «LIVE/DEAD» «Baclight
Bactérial viability» (Molecular probes, Inc). Deux
fluorochromes le syto 9 et liodure de propidium
sont utilisées. Le marquage a ét¢ effectué selon les
recommandations du fournisseur. Apres marquage,
les échantillons ont été observés au microscope en
épifluorescence. Les cellules présentant une
membrane cytoplasmique intacte re-émettent une
fluorescence verte apres excitation a A= 535nm et
les cellules endommagées re-émettent une
fluorescence rouge apres excitation a A=490nm.
Le rapport entre les cellules rouges et les cellules
totales donne le pourcentage des cellules dont la
membrane est altérée.

Détermination des différentes caractéristi-
ques d’Aeromonas hydrophila

Les éventuelles modifications morphologiques,
biochimiques et antibiotypiques survenues chez
Aeromonas hydrophila cultivées en différents
microcosmes ont été déterminées et comparées a
la forme d'origine initiale.

RESULTATS

Etude de Survie d’Aeromonas hydropbhila
en eau minérale

Lincubation d’Aeromonas hydrophila en conditions
d'oligotrophie minérale a montré une décroissance
progressive de la cultivabilité de I'ordre de 2.45 Ulog
(Figure 1a). Le nombre de cellules totales a varié
peu durant toute la durée d'incubation. Cependant,
40% de cellules bactériennes passent sous la forme
viable non cultivable a la fin du séjour en eau miné-
rale. Le suivi de lintégrit¢ membranaire en ces
conditions, montre une phase constante pendant les
12 premiers jours avant une phase d’altération mar-
quée par un déclin en nombre de cellules integres
(Figure 1b).

Etude de survie d’Aeromonas hydropbhila
en eau de mer

Dans ce cas le nombre en bactéries cultivables dimi-
nue rapidement 2 partir du 10°™ jour de culture en
eau de mer filtrée (3.22Ulog au bout de 90 jours).
Cependant, le nombre de cellules totales d’Aeromo-
nas hydrophila est resté constant: apparition des for-
mes viable non cultivable (VNC) pour 52% des cellules
bactériennes (Figure 2a). Le suivi de I'intégrité mem-

branaire au cours de ce stress marin montre aussi un
nombre de cellules integres constant au début du
séjour et qui diminue vers le 10™ jour. Cette inté-
grité membranaire semble étre conservée pour 53%
de cellules d’Aeromonas hydropbila (Figure 2b).
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Figure 1. Suivi d’Aeromonas bydrophila incubée en eau
minérale a la lumiere ambiante.(a) Evolution de la
cultivabilité et des cellules totales, (b) Evolution de ['inté-
grité membranaire.
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Figure 2. Suivi d’Aeromonas hydropbila incubée en
eau de mer a l'obscurité. (a) Evolution de la cultivabilité
et des cellules totales, (b)Evolution de [lintégrité
membranaire.
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Etude de leffet du rayonnement solaire
Dans ce cas, une phase de latence précoce res-
treinte est observée suivie d’un déclin rapide de la
cultivabilité¢ de l'ordre de 3.85Ulog. Notons que
pendant I'incubation (24h), les cellules bactérien-
nes sont passées de la phase lumineuse a une phase
d’obscurité.

Ainsi, la disparition d'un des facteurs stressants
(rayonnement solaire), ne s'accompagne pas d'une
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réactivation cellulaire pour les bactéries car la culti-
vabilité n'a pas augmenté apres passage obscur.
Cependant, le nombre en cellules totales est resté
constant. Aussi, au bout de deux heures d’incuba-
tion un passage rapide a la forme viable non cultiva-
ble (VNC) a été observé (Figure 3a). Pour l'intégrité
membranaire une perte importante en nombre de
cellules intactes est observée des les premieres
heures d’exposition au soleil (Figure 3b).
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Figure 3. Suivi d’Aeromonas hydrophila incubée en eau de mer et exposée aux rayonnements solaires. (a) Evolution
de la cultivabilité et des cellules totales, (b) Evolution de 'intégrité membranaire.

Mise en évidence des différents types de
modifications
* Modifications morphologiques

En conditions standard, Aeromonas hydrophila
montre des colonies de 0.3 2 lum de diametre
et a contours réguliers. Aussi, les cellules sont des
coccobacilles Gram-. Cependant, apres culture en
conditions de stress (eau marine, eau minérale, eaux
usées. .. etc.), Aeromonas hydrophila a subit des

modifications apparentes: (i) les colonies sont deve-
nues de taille tres réduite (if) Apparition de formes
cellulaire ovoides et allongées pour les différentes
conditions de stress subies (Figure 4).

Modifications biochimiques

Les éventuelles modifications biochimiques enregis-
trées chez Aeromonas hydrophila Bs stressée sont

résumées dans le tableau II.
i ' ;’@ |

Figure 4. Modifications morphologiques survenues chez Aeromonas hydrophila au cours des différents stress. (a)
Coloration de Gram d’A. hydropbila en conditions standard, (b) Coloration de Gram d’A. hydrophila apreés incubation

en conditions d’oligotrophie.
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Tableau II. Caractéristiques biochimiques d’Aeromonas hydrophila incubée en conditions standard (50),
en eau de mer a l'obscurité pendant 90j (S1), en eau minérale pendant 90j (S2) et en eau de mer exposée
aux rayonnements solaires pendant 24h (S3).

2 E3585E8Ezg8gEg83E5:2:5835588¢8535
Souches
S + + + + + + + + + + + o+ +
S+ + + + + o+ o+ o+ 4 + 4
$:  + + + o+ o+ + + + + 4
S + + + -+ 4+ + + - - -+ - -+ + + o+ 4

Nota: (+): réponse positive au test;(-): réponse négative au lest; O3: nitrate réductase; TRP: tryplophane désaminase; GLU: glucose; ADH:
arginine dibydrolase; URE: uréase; SC: hydrolyse de esculine; GEL: gélatinase; PNPG: p-nitrophényl-f3-galactopyranoside; ARA :arabinose;
MNE: mannose ; MAN: mannitol; NAG: N-acétyl-glucasamine; MAL: maltose; GNT: gluconate; CAP: caprate; ADI: adipate; MLT: malate; CIT:
citrate; PAC: phényl-acétate; OX: oxydase; CAT: catalase.

* Modifications antibiotypiques streptomycine et novobiocine. Apres un séjour en
Initialement la souche d’Aeromonas hydrophila B3 eau de mer, les modifications du profil de résistance
présente une multirésistance a 6 antibiotiques diffé-  aux antibiotiques d’A. hydrophila Bs est representé
rents: amoxicilline, oxacilline, furanes, rifampicine, dans le tableau I1I.

Tableau III. Modifications des profils antibiotypiques de la souche d’Aeromonas hydrophila apres le
séjour conditions de stress.

Souches Résistance* Antibiotiques

So (conditions standard) 6 Amx —Ox-S-Fm -RA-Nov
81 (eau de mer) 2 Amx —Ox

$2 (eau minérale) 3 Amx —Ox-Nov

S5 (eau de mer + rayonnement solaire) 3 Amx —Ox-Nov

* Différents types de résistances; AMX: amoxicilline; OX: oxacilline; S: streptomycine; FM: furanes; RA: rifampicine; Nov:
Novobiocine; C: Chloramphénicol; SXT: Triméthoprime-sulfamide; AR: Acide oxalinique.

DISCUSSION réel de bactéries VNC ainsi que I'état daltération
Les études antérieures traitant des suivis  cellulaire. Ces résultats ont montré que le nombre en
bactériologiques dans les eaux cotieres Tunisiennes ~ VNC est aussi important que le temps de séjour en
ont décrit la présence assez fréquente dAeromonas ~ eau de mer est plus long. Cet état résulterait
hydrophila. Nos résultats concernant le séjour de  d'insuffisance en sources dénergie disponibles et
cette espece en eau marine soulignent que sa  serait une réponse a la carence nutritive du milieu
cultivabilité décline de 3.22 Ulog au bout de 90 jours ~ récepteur 2. Ce qui est en concordance avec la
d’incubation. Ces résultats rejoignent plusieurs — diminution de lintégrit¢é membranaire cellulaire.
études effectuées en Tunisie ' 5 qui ont montré ~ Aussi, les résultats de Iétude de Mary et al. > sont
une capacité de survie similaire pour cette espece  similaires a ceux obtenus par notre étude. Néanmoins
apres séjour en eau de mer. Aussi, Iétude de  Caro et al.? ont révélé la détérioration membranaire
Laaberki 2° a montré que le stress marin ainduit chez ~ apres 30 jours dlincubation en eau physiologique
Aeromonas hydrophila une perte progressive et pour Salmonella  typhimurium. Par  ailleurs,
régulicre de la cultivabilité au bout de trois mois de ~ Aeromonas hydrophbila incubée en eau minérale a
s¢jour. Par ailleurs, si Iétat de la bactérie non  montré une perte progressive de cultivabilit¢ de
cultivable reste viable. Ainsi, par microscopie en  lordre de 245 Ulog. Cependant, sa capacité de survie
épifluorescence nous avons pu déduire le nombre  est meilleure quen eau de mer avec une cultivabilité
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de 60%. Nos résultats rejoignent ceux de Warburton
et al. ¥ ainsi que Messi et al. 3. Aussi, la persistance
d’Aeromonas hydrophila en eau minérale stérile est
meilleure avec une adaptation prononcée pour
Aeromonas hydrophila isolée de lenvironnement
aquatique (cas de notre étude) que pour celle isolée en
clinique humaine >, Aussi, toutes les études soulignent
une invariabilité en cellules totales 2 26272 D'apres
Monfort et al. 1 cette variabilit¢ en nombre de
cellules totales suite au stress serait due a la lyse
cellulaire ou la mortalité. Pour I'effet du rayonnement
solaire sur la survie d’Aeromonas hydrophila, nous
avons montré une adaptation limitée marquée par
une décroissance rapide en nombre de colonies au
bout de 24 heures d’exposition (4.64 Ulog). Sevilla et
al. %8, ont obtenu des résultats similaires ce qui
confirme leffet puissant de la lumiere solaire sur
I'abattement bactérien . Par ailleurs, il n'y a pas eu
de réactivation des cellules apres repos nocturne
dans le cas de notre étude a la différence de Laaberki
et al. 2 ayant montré quAeromonas hydrophila
récupere son pouvoir de cultivabilité apres repos
nocturne. Aussi, nos résultats soulignent une
altération cellulaire au bout de 24 heures d’exposition
aux rayonnements. 1l apparait évident comme la
souligné auparavant Baleux et al.?! que la
phototoxicité induit des altérations au niveau des
lipides, des protéines membranaires et de 'ADN. Cet
état est défini comme étant une réponse précoce au
passage en milieux hostiles. Cette forme de résistance
se manifesterait par perte de la cultivabilité cellulaire
et par les modifications structurales. Parmi ces
modifications soulignées par les résultats de notre
étude, lapparition de formes allongées, ovoides de
trés petites tailles. Selon Huisman et al. 3 cette
forme est due a la condensation cytoplasmique et
diminution du volume périplasmique. Ces mémes
formes ovoides ont ét¢ décrites dans Iétude de
Lakhal ® pour Aeromonas hydrophila ayant
séjournée en eau de mer et par Mary et al. 2 pour la
méme espece incubée en eau distillée stérile. Par
ailleurs, sur le plan dexpression de caracteres
biochimiques, nous avons not¢ un ensemble de
modifications apparues suite aux différentes
conditions de stress (fermentation de I'adipate et du
caprate). Ces modifications sont variables selon le
stress induit. En Tunisie, étude de Lakhal ¥, a
démontré que de telles modifications surviennent
chez A. hydrophila ayant sé¢journée dans différents
types d'eau de mer. D'autres travaux ont mentionné

la perte du potentiel de métabolisation des sucres
chez S. paratyphi B 3. Pour les modifications du
profil de résistance aux antibiotiques, il est certain
que le séjour en différentes conditions de stress
agirait négativement sur 'expression de caracteres
extrachromosomiques  (plasmides, — transposons).
Selon Joux et al. %, les fractions UV des rayonnements
solaires bloqueraient la synthese d’ADN ce qui
inhiberait l'expression de ces genes ou de plasmides
impliqués dans les caracteres de résistance. Cette
phototoxicit¢  pourrait induire également des
altérations au niveau de structures cellulaires et de
transport membranaire favorisant la  diffusion
intracellulaire de l'antibiotique.

CONCLUSION

Aeromonas hydrophila incubée en différentes
conditions de stress (eau de mer, eau minérale, eaux
usées et exposées aux rayonnements solaires)
acquiert la forme VNC. Lacquisition de cette adapta-
tion physiologique est accompagnée par une altéra-
tion cellulaire (intégrité membranaire) qui est plus
importante apres incubation en eau de mer en pré-
sence de rayonnements solaires. Le passage a ces
formes de survie est marqué en plus de la perte de
la cultivabilit¢ par des modifications morphologi-
ques, biochimiques et antibiotypiques.
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