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LES EFFETS SPÉCIFIQUES AU NIVEAU CELLULAIRE
DE L'EXTRAIT DE Brachionus plicatilis

I. Neacfu1, V. Cràciun1, Margareta Cràciun1 et Teodora Onciu
Insfcitut; Roumai-n de Recherches Mar Lue s - Gonstanta

.

-..2

ABSTBAGT:

Thé paper deals with -thé resul-ts of -thé .expérimental
researches oonoerning -thé effec-t of .to'tal extraot of
Brachionus licatilis on thé men'byane po-tential and on
Borne pa'fchogen.ical microorganisms.

Certaines invertébrés de petite baille ainsi que le
Rotifère Brachionus nlicatilis (O. F. MULLER, 1?86) serven-b comme
nourriture pour les organismes de grand. Intérê-fc économique qui
font l'o'bje-b des cu. ltures intensives.

Mais, dans les cultures de Brachi.onus on a observe que
le développemea'b des espèces qui y péûètEent; est inhibé (^). On a
tenté d'établir si Brachionus lica-bilis contien-b dss principes
qui pourraient avoir des effets négati. fs sur ceux qui. s'en nour-
rissent, ou bien une action inhibitaice sur les microorganismes
pathogènes. C'est pourquoi on a étudié l*effet de l'extrait de
Brachionua llcatilis et du milieu extérieur sur le potentiel de
membraae - un sensible indicateur de l'état physiologique de la
cellule (5), Mea que sur les micro organisme s pathogènes résistant
aux anti'biotiques*
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MAÏERIBL ET METHODES

Br chionus l cat; lis obtenu en culture pure a été con-
centré par filtration en eau distillée. Après la décongelât ion,
4 g de rotifères ont été séparés du milieu liquide, puis mojarès.
On a procédé ensudLte à l*extraction des principes hydrosolubles
en eçiu disfcillée à laquelle on a a.joaté les sels nécessaires pour
la solutioû physiologique Binger pour greaoatlle (§) (100 ml),
aa pH de 7, 2 (E. N. ). L* extrait total o'bteûu ainsi a été filtré et
en fin utilisé dans une série d'expérimen-bations afin de défcermi-
ner le potentiel de membraxxe. C'est; pour établir si Brachionus
lica-bili élimine des principes actifs au niveau de la mem'brane,

qu'on a utilisé dans une seconde série d'expértmentalîions l'eaa
distillée en laq.uelle on a conservé les rotifères. Oa lui a ajouté
les sels nécessaires pour la solution Binger à rS de 7, 2.

On a dléterainé le potentiel de Bembrane sur les fi-brea
masculaires ateiÀa de Sartorius de grenouille (Saaa ridtbunda), à
l* aide de la méthode des aicroélectrodes intracellalaires en vecre.
Ghaqae expériaentation a été réalisée à. la température du milieu
ambiant (22°G), sur 5 muscles Sartori. us provenus de différents
aniiaaux. On a déteruiné au commaicenent le potentiel normal de
repos (îNR) de chaque muscle. L'action des principes actifs de
Brachioaiis sur le potentiel de repos a été suivie pendant; une
heure par des déterminations de 10 en 10 iaiautes, bien qu* après le
lavage, des préparatîioas avec d-u Binger norsial afin d'observer la
persisteaoe des effets constaté s.Toutes les valeurs qu'on discute
sont des valeurs Bioyexuies obtenues sur 15-20 déterminations pour
chaque moment, sur des différentes fibres musoulairea. Le calcul
statistique a été réalisé à l*aide de la méthode Student.

Les ions de Na+, K+ et Oa+<(' da milieu extérieur, ainsi.
que ceux de l*extrait total de Brachionus ont été déterminés par
la méthode flaBaephotometrique (les résaltata exprimés en mg/
100 ml).

0' est; sur des laiaroorganisiaes aérotoes ou biea aiiaéarobeSt
grampositifs ou gramnégatifs (2, y) résistents aux antibiofeiqass
qu'on a suivi l'action antinlcrobieaiie de l'extrait total de Bgfi-
chioniis ainsi que de son ailiea exfcériaur. On st est servi des
suivantes souches cLe microorganismss: StaTAiylococous aureas S. A.
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217, Serrati. a marcescen^ 119-G. T. -12, Escherichia coli ATCO-10536,
Klebs ella neumoniae IP-55155, 0 ndida lbicansx . Celles-ci ont
été ensemencées par des techniques spêcl.fî. ques sur des "boi-bes
Pétri, sur lesquelles on a mis des flacons cyliadriqaea en métal,
chacun contenant 0, 2 ml de l*extrait total ou de milieu exfcérieur
en concentration de 5:2, 5 et 1, 25 g/100 ml. C'esl; par le mesurage
du diamètre de là zone d*inhibition en développement des micro-
organismes qu'on a apprécié l*activité antimicrobienne.

RESULTAIS

l. Les effets sur le potenfciel de membrane

L«effet de l*extrait total de Brachionu. 4 ^6 a été dé-
terminé sur des fibres musculaires don-b le potentiel normal de
repos (îNR) était de 91, 16 mV (es = ± 0, 55 mV). En les plongeant
eu solution Singer contenant de l*extrait; total de Brachioaua 4^
oa a constaté tout de suite un abaissement du potentiel de repos
qui s*accentua progressivement pendant une heure (Fig. lA), Le
poteafciel de repos a eu en moyenne 85,89 mV, correspondant à une
dépolarisafciôû de la membrane de 5, 27 mV. Après le lavage des
préparations e solution Singer normale (EN) dépourvue d'extrait
de Brachloaus. on pouvait constater une réduction échelonnée de la
dépolartsation, ainsi qu*après une heure, le potentiel de repos a
at;tei. nt des valeurs confoadables avec celles de deTbut.

l'action du milieu extérieur - celui qui contenait les
rotifères - a été suivie sur des fibres musculaires ayaab un po-
tentiel normal de repos (ENS) de 92, 25 m7 (es = + 0, 46 mV). En les
traitant avec solafcion Ringer qui contienfc du milieu externe de
Brachionu (Fig. lB) on peut constater toujours une dépolarisation
noyeone de la membrane de 5, 59 mV, En mettant petit à petit les
préparations en aolufcion Ringer Qormale, on a con.staté que la âé-
polarisation se réduit graduellement, mais les valeurs intiales
sont atteintes plus tard, après 60 minutes, pouvant constater
encore une dépolarisafcion de 0, 70 nV,

Les expérimentât ions sur les microorganismes ont été réalisées
dans 1s laborafcoire de micrp'biologle'de la î'aoulté de Biologl.e
de laçi-, par Dr. Ocfcavia AILIBSBI'' et Blena lîîICOP lesquelles
noas r®"'srcions encore une fois par cette voie.
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milifHi oxt.ôriour our lo nofcentiel de membraïie

I'OI.LT obablir ni- ly ptjônomèno eot dû à des principes ac-

l, i. [';i iiro'luifcti par Brachl-'în'. iç 011 bien à un excel lent; 'los ions eli-

ti"rq.'i f>;ir l;i brit;ur.'i!;ion 'ies or^iinloinos ou par leur maintien dans

lo inill"u. rl.'in.'î lequel ils y èfcaient; transportés, on a déterminé à
l'nl'io 'ic la mqthode i'J amiBer>hot.onictriqu<i la conceufcration de Na',

K+ ot Ca++ dans la sol-u-bion Ri.nger préparée avec l'extrait total
rio fj'raoti}r>nu{} ou nvoc aon miliou ext. ôrioui? par rapport à la con-

contrat. ion flea ions flans la Bolufcion Ringer normale. Il n'y a pas

de din'ejronceo sip?iifi-catJLves en ce qui concerne les concentra-
ttong do;! iona dnns les fcrois sjolufcions (Tableau l).

Cependant, le rapirort K /Ga tellement necesaal.re pour
le maintien du potentiel de ropos à des valeurs normales n'est;
pas modj-fié (ï, 8).
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Tableau l

La teneur en ions de îîa , K+ et Ca++ dans la solutloa Ringer
à l'extrait total de Brachioaus 011 son miliea extérieuj-

par rapport à celle de la solution Ringer normale

Bchaatillon Na+ E1 Ca++ E+/Ca++
m m a m c'o

Solution Ringsr à l'extrait tofcal
de Brachtonas 24?, 00 12, 50 7, 40 1, 69
Solution Ringer au milieu exté-

8, 00 1, 56

7, W 1, 61

rieur ds Br chionu

Solution Binger Kormale
249, 00 12, 50
261,00 11,80

2. Les effets antinicrobiens

En ce qui concerne l'actlon antjLmicrobien. ne de l'extrait
total de BrachioQus et de son milieu extérieur, celle-ci est li-
mifcée à la cessation du développement de Serratia marcescen.
plurirésistente aux aatibiotiquea. La zone d'iahibifci.on était de
18 nun en diamètre pour le milieu extérieur et de 20 ma pour l'ex-
trait total en corLGea-fcration de 2,5 g/100 ml et de 1,25 mg/100 ml.
Pour celle de 5 g^lOO ml on n*a pas constafcé une activité anti-
microbienne évidente*

L*action de l'extrait total de Brachionu ou bien de
son milieu extérieur sur Stauh lococcus, Ele siella, Escherictiia
et CaDdida est nalle.

DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS

La valeur du potentiel de memïirane esfc déterminée en
général par la structure et les propriétés de la membrane cellu-
laire, ainsi que par les gradients ioniques transmembranaires (en
principal Na et K+) et par la perinéabilité relative de ces ions
par la membrane (5, 2) . :Ls déplacement des ions dans le sens de
leurs gradients de conceûtra-bion,ce qui constittie la perméabilité
passive de la membrane, dépend du degré d'entrelacement des struc-
.tares supramoléculaires de la membrane. La différence de concen-
.bration des ions du compartiment intracellulaire et de celui

extraoellulaire est maintenue grâce à un transport actif des tons,
contre leur gradient de concentra'bion, par l'acfcivifcé de la pompe
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"êlectrogène" de Na+ - K+ (l. §) avec une dépense d*énergie ré-
siiltée de la dêcompositton de l'ATP à l* aide de l'AÎP-ase dèpen-
dente de Na+ et E+ (1g).

On peut constater de nos expérimentations que le milieu
extérieur de Brachlonus, ainsi que l* extrait total, déterminaï'fe
ime dépolariaation de la membrane réversi'ble si on remet les pré-
parafions dans la solution Ringer normale* Ceci dênofce que daûs
I1extrait total de Br chion s, aiasi que dans son milieu extérieur
existe un principe actif h3?drosoluble qui diminue le degré d'en^
trelacemeat des structures supramoléculaises de la memlsraïte, ayant;
bien pour conséquence l'augmentât ion de la perméaïiilite passive
de la membrane, l*abaissement des gradients ioniques de concentra-
tion par la membrane, ainsi que la dépolarisa-bion de câlle-ci. Mals
un pareil effet peut réailter aussi de la diminution du transport
actif des ions, par l*inhilitioQ de l* activité de rASP-ase dé-
pendente de Na+ et E (l, ^, 1g). La dépolaiisation de la mem'brane
implique aussi une nodificatioa de la propriété changeante des
ions de la couche extérieure de la aembr.aiie et une baisse du saijtl
de la sensibilité de celle-ci à l<action de certains agents exté-
rieurs (g, g)» C'est possiïile que les principes actifs da Brachi-
onas aient une action niodificatrice aussi sur le transport passif
ainsi qae sur celai actif des ions, ou qa*ils aient une intérac -
tion directe avec les ions de E+ et de Ça au niveau de la Bem-
braoe, ainsi que l'acbion dépolarisante de K soit favorisée (g,

Puisau'il ne se pï'oduiseiit pas de moâ.ifications signi-
ficatives des conoen'farations des ions dans la solutiûn Ringer par
l'adcLitioa A® l'exbr&tt â.e Brachtonas c'est cer'fcainement que la
dépolarisation est déterminée par uae aubstaiice proâ.utte par
l'organisme.

Vu que l*effet est à grands peine réversible après
l* êloignemsnt de la su'bstance, c'est explicable par le lien assez
fort de oelle-ci à la structare de là ttenbraxis.

C'est par les expérimen-b&-tloaa sor les aicrooïgaAismes
qu'on petrt consfcater que l* action antliBicrobiemie d,e l'exbrali;
total de Brachi.onu.s est sélective, parce que seulement le dève-
loppement d.e la cul'buï'e âe Serratia marcescens est inhi'bée. liais»
toutefois, c'est possible sus Xe principe actif du Br^chloûqg
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paisse inhiber bien d* autres organl. sines pathogènes qui ne f ont pas
l'objet du présent; travail. Des prochaines recherchas supplémen-
taires seront nécessaires pour préciser la nature des phénomènes.

On a observé que Br chionus lica-tilis inhibe le déve-
loppemeat des autres invertébrés de petite fcaille qui pénèfcrenl:
dans les bassins où il vit, effet dû probablement à l'élimiaation
de certaines substances dans le milieu extérieur.

Il semble, d*après nos recherches, que celles-ci ont des
effets spécifiques sur la membrane cellulaire. Tout de même,
Br.y-'- onus est bien toléré comme nourriture pour les jeunes des
poissons. On peufc supposer que la substance active à action spé-r
cifique est tnaofcivée par les enzymes digestifs des poissons, ou
bien qae celle-ci a une action d*équilibration de la microflore
intestinale. Toutefois, l'effet dépolarisant peut avoir comme
conséquence une augmen-bation de la perméabilité de la paroi in-
tesfcinale et favorisant aussi l'absorbtion intestinale.

On peut conclure également que ce principe actif contenu.
par Brachionus peat être éliminé dans le milieu extérieur et
qu* il a* est pas iaacttvé par la congélation. .
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