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LES EFFETS SPECIFIQUES AU NIVEAU CELLULAIRE
DE L'EXTRAIT DE Brachionus plicatilts
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ABSTRACT:

The paper deals with +the results of the -experimental
researches concerning the effect of total extract of
Brachionus plicatilis on the membrane potential and on
some pathogenical microorganisms.

Certaines invertébrés de petibe taille ainsi que le
Rotifdre Brachionus plicatilis (O.F.MULLER, 1786) servent coumme
nourriture pour les organismes de grand intérét économigue qui
font 1'objet des cultures intensives.

Mals, dans les cultures de Brachionug on a observé gue
le développement des espéces qui y pénétrent est inhibé (4). On a
tentd d'dtablir si Brachionus plicatilis contient des principes
qui pourraient avoir des effets négatifs sur ceux qui s'en nour-
rigsent, ou bien une action inhibitrice gur les microorganismes
pathogénes. C'est pourquoi on a étudié 1'effet de 1'extrait de
Brachionus plicatilis et du milieu extérieur sur le potentiel de
membrane - un sensible indicateur de 1'étab physiologique de la
cellule (3),bien que sur les microorganismes pathogénes résistant
aux antibiotiques.
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MATERIEL ET METHODES

Brachionus plicatilis obtenu en culture pure a été con-
centré par filtration en eau distillée. Aprés la décongélation,
4 g de rotifbres ont été séparés du milieu liquide, puis mojarés.
On a procédé ensuite & l'extraction des principes hydrosolubles
en egu distillée & laguelle on a ajouté les sels nécessaires pour
ia solution physiologique Ringer pour grenouille (&) (100 ml),
au pH de 7,2 (R.N.). L'extralt total obtenu ainsi a été f£iltré et
en fin ubtilisé dans une série d'expdrimentations afin de détermi-
ner le potentiel de membrane. C°est pour établir si 3RBrachionus
plicatilis élimine des primcipes actifs au niveaun de la membrane,
gqu'on a utilisé dens une seconde séris d'expérimentations 1'eau
distillée en laquelle on a congervé les rotiféres.On lui a ajouté
les sels néceasaires pour la solution Ringer & pH de 7,2.

On a ddterminé le potentiel de membrane sur les fibres
musculaires strides ds Sartorius de grenmouille (R ridibundg), &
1' gide de la méthode des microélectrodes intracellulaires en verre
Chaque expérimentation a été réslisée & la température du milieu
ambiant (22°C), sur 5 muscles Sartorius provenus de différents
animaux. On a déterminé au commencement le potentiel normal de
repos (PNR) de chague muscle. I'action des principes actifs de
Braghionug sur le potentiel de repos a été suivie pendant une
heure par des déterminations de 10 en 10 minutes,bien qu' aprés le
lavage, des préparations avec du Ringer normal afin d'obgerver la
persistence des effets constatés.Toutes les valeurs qufon discute
sont des valeurs moyennes obtenues sur 15-20 déterminations pour
chague moment, sur des différentes fibres musculaires. Le calcul
statistique a &6t réalisé & 1'aide de la méthode Student.

Les ions de Na*, KE* et Ca'* du milieu extérieur, ainsi
que ceux de 1'extrait total de Brachionug ont été déterminés par
la méthode flammephotométrique (les résultats exprimés en mg/
100 ml).

C'est sur des microorganismes adrobes ou bien anaérobes,
grampositifs ou gramnégatifs (2, 11) résistents aux antiblotiques
qu'on a suivi 1'action antimicrobisenne de 1'extrait total de Bra-~
chionus ainsi que de son milien extérisur. On s'est servi des
suivantes souchses de microorganismes: Staphylococgug aureus S.A.
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217,Serratia marcesceng 119-C.T.-12, Escherichia coli ATCC-10536,
Klebsiella pneumoniae IP-53153, Candida albicans®™ . Celles-ci ont

été ensemencées par des techniques spéecifiques sur des boites
Pétri, sur lesquelles on a mis des flacons cylindriques en métal,
chacun contenant 0,2 ml de 1'extrait total ou de milieu extérieur
en concentration de 532,5 et 1,25 g/100 mi. C'est par le mesurage
du diamétre de la zone d'inhibition en développement des micro-
organismes qu'on a apprécié 1l'activité antimicrobienne.

RESULTATS
1. Leg effets sur le potentiel de membrane

L'effet de 1'extrait total de Brachionus & g% a été dé-
terminé sur des fibres wusculaires dont le potentiel normal de
repos (FIR) était de 91,16 uV (es = + 0,55 uV). En les plongeant
en solution Ringer contenant de 1'extrait total de Brachionus 4%
on a constabé tout de suite un abaissement du potentiel de repos
qui s'accentua progressivement pendant une heure (Fig.l4), Le
potentiel de repos a eu en moyenne 85,83 mV, correspondant & une
dépolarisation de la membrane de 5,27 uV. Aprdés le lavage des
préparations & solution Ringer normale (RN) dépourvue d'extrait
de Brachionus,on pouvait constater une réduction échelonnée de la
dépolarisation, ainsi qu'aprés une heure, le potentiel de repos a
attelnt des valeurs confondables avec celles de début.

Ltaction du milieu extérieur - celui gqui conbtenait les
rotiféres - a été suivie sur des fibres musculaires ayant un po-
tYentiel normal de repos (FNR) de 92,23 mV (es = + 0,46 nV).En les
traitant avec golution Ringer qui contient du milien externe ds
Brachionug (Fig.1B) on peut constater toujours une dépolarisation
moyenne de la membrane de 5,39 uV. En mettant petit & petit les
préparations en solution Ringer normale, on a conghabté que la dé-
polarisation se réduit graduellement, mais les valeurs intiales
sont atteintes plus tard, apres 60 minutes, pouvant congtater
encore une dépolarisabion de 0,70 mV,

%) Les expérimentations sur les microorganismes ont été réalisées
dang le laboratoire de microbiologie de la Faculté de Biologile
de Iagi, par Dr. Octavia AILIESEI et PFlena PRICOP lesquelles
nous re-srcions encore une fols par cette vois.
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¥lgel =~ L'affeat da 1'extrslt total de Prachionus et de son
milinu axbarieur gur le potentiel de membrane

Pour étoblir si le phénoméne est dfi 4 des rrincipes ac-
Lifn produits par Braoehionus on bien & un excéddent des ions eli-

baran par la trituration des organiomes ou par leur maintien dans
le willeu dans lequel ila y étaient transportés, on a déterminé i
1'nide de la whthode flammephotométrique la concentration de Na',
g* * dans la solution H{inger préparée avec 1'extrait total
ds Prachionug ou avec son milieu extérieur par rapport a la con-

+
ot Co

centration des ions dans la solution Ringer normale. I1 n'y a pas
de différences significatives en ce qui concerne les concentra-
tions dos ions dnans les trois solutions {Tableau 1).

Cependant, le rapport k*/Ca** tellement nécéssaire pour
le maintien du pobentiel de repos a des valeurs normales n'est

pas modifié (g, 8).

230



Tableau 1
La teneur en ions de Na+, E* et Ca** dans 1a solution Ringer
& 1'extrait total de Brachionus ou son milieu extérieur
par rapport & celle de la sclution Ringer normale

e e e e e e e T T e Tt

Echantillon Nat Kt ca*t xtscatt
(me %) (me %) (mz %)

Solution Ringer & l'extrait tobtal

de Brachionug 247,00 12,50 7,40 1,69
Solution Ringer au milieun exté-
rieur de Brachionus 249,00 12,50 8,00 1,56

Solution Ringer normale 261,00 11,80 7,40 1,61

2. Les effets antimicrobiens

En ce gui concerne l'action antimicrobienne de 1'extrait
total de Brachionus et de son milieu extérievr, celle-ci est li-
mitée & la cessation du développement de Serratia marcesceng,
plurirégistente aux antibiotiques. La zone d'inhibition était de
18 mm en diamétre pour le milieu extérieur et de 20 mm pour 1'ex-
trailt total en concentration de 2,5 g/100 ml et de 1,25 mg/100 ml.
Pour celle de 5 g/100 ml on n'a pas constaté une activité anti-
microbienne évidente. ;

L'action de 1'extrait total de Brachionug ou bien de
son milieu extérieur sur Staphylococcus, Klepsiells, Escherichis
et Candids est nulle.

DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS

La valeur du potentiel de mewbrane est déterminée en
général par la structure et les propriétés de la membrane cellu—
laire, ainsi que par les gradients ioniques transmembransires (en
principal Fa' et E*) et par la perméabilité relative de ces ions
par la membrene (5, 9). Le déplacement des ions dans le sens de
leurs gradients de concentration,ce qui constitue la perméabilité
passive de la membrane,dépend du degré d'entrelacement des struc-
tures spupramoléculaires de la membrane. La différence de concen-
tration des ions du compartiment intracellulaire et de celui
extracellulaire est maintenue gréce & un transport actif des ions,
contre leur gradient de concentration, par 1'activité de la pompe
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n4lectrogéne” de Na' - g* (1, 3) avec une dépense d!'énergie ré-
sultée de la décomposition de 1'ATP & 1'aide de 1'ATP-ase dépen-
dente de Fa' et X¥ (10).

On peut constabter de nos expérimentations que le milieu
extérieur de Brachionug, ainsi gque 1'extrait total, déterminent
une dépolarisation de la membrane réversible si on remet les pré-
parations dans la solution Ringer normals, Ceci dénote gue dansg
17 extrait total de Brachionus,ainsi que dans son milieu extérieur
existe un principe actif hydrosoluble qui diminue le degré d'en-
trelacement des structures supramoléculaires de la membrane,ayant
bien pour conséquence 1'augmentation de la perméabilité passive
de la membrane,l'abaissement des gradients ioniques de concentra-
tion par la membrane,ainsi que la dépolarisation de celle-ci.Mais
un pareil effet peut résulter aussi ds la diminution du transport
actif des ions, par 1'inhibition de ltactivité de 1'ATP-age dé-
pendente de Na* et K¥ (1, 5 19). La dépolarisation de la membrane
implique aussi une modification de la propriété changeante des
ions de la couche extérieure de la membrane et une baisse du seuil
de la sensibilité de celle-ci & 1'action de certains agents exté-
rieurs (2, 8). C'est possible que les principes actifs du Brachi-
onus aient une action modificatrice aussl sur le transport passif
ainsl gue sur celui actif des ions, ou qutils alent une intérac -
tion directe avec leg ions de Kt ot de Ca't au niveau de la mem-
brane, ainsi que l'action dépolarisante de kY soit favorisée (g,

8.
- Puisqu'il ne se produisent pas de modifications signi-

ficatives des concentrations des ions dans la solution Ringer par
1'addition de 1'extrait de Brachionus c'est certainement que la
dépolarisation est déterminée par une asubstance produlte par
1'organisme.

Vu que 1'effet est & grande peine réversible aprés
1'éloignement de la substance, e'ast explicable par ls lien assez
fort de celle—ci & la structure de li membrans.

C'est par les expérimentations sur les microorganlsues
qu'on peut coastater que 1l'action antimicrobieunne de 1'extrald
total de Brachionus est sélective, parce que seulement le déve=-
loppement de la culture de Serratis marcescens est inhibée. Mais,
toutefois, c¢'est possible gue le principe actif du Brachionusg
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puisse inhiber bien 4d'autres organismes pathogénes quli ne font pas
1'objet du présent travail., Des prochaines recherch3s supplémen-
taires seront nécessaires pour préciser la nature des phénoménes.

On a observé que Brachionus plicatilis inhibe le déve-
loppement des autres ianvertébrés de petvite taille qui péndtrent
dans les bassing ol il vit, effet dd probablement 2 1'élimination
de certaines substances dans le milieu extérieur.

Il semble, d'aprés nos recherches,que celles-ci ont des
effets spécifiques sur la wmembrane cellulaire. Tout de méne,
Brachionus est bien toléré comme nourriture pour les Jjeunes des
poissons. On peat supposer gue 1la substance active & action Spéw=
cifigue est inactivée par les enzymes digestifs deg poissons, ou
bien que celle-ci a une action d*équilibration de la microflore
intestinale. Toutefois, 1'effet dépolarisant peut avoir comme
conséquence une augmentation de la perméabilité de la paroi in-
testinale et favorisant aussi 1'absorbtion intestinale.

On peut conclure également que ce principe actif contenu
par Brachionus peut &tre 8liminéd dans 1le milieu extérieur et
qu'il n'est pas inactivé par la congélation.
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