) Akl JRasal 40 50 4 sgand)
République Algérienne Démocratique et Populaire
aladl Gl g ad) adlail) 50 5
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Jaluad) g 5 aall o slad Lyladl s gl oas yal

Ecole Nationale Supérieure des Sciences de la Mer et de I’Aménagement du Littoral

MEMOIRE DE FIND’ETUDES EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME
D’INGENIEUR EN SCIENCE DE LA MER

OPTION: BIOTECHNOLOGIE MARINE
Théme :

Application des souches a potentiel probiotique
dans un élevage d’Artémie

Réalisé par :
7

s BOUACHA Nardjes
% CHERIFI Asma

Soutenu le 28/10/2021 devant la commission du jury suivant :

Mme. AMAR 1. Maitre assistante A présidente

M. LOURGUIOUI H. Maitre de Conférences B Examinateur
Mme. CHAOU N. Maitre assistante A Examinatrice
Mme. ALOUACHE S. Maitre de conférences A Promotrice
Mme. BOUACHA CH. Doctorante Co-Promotrice

Promotion : 2020/2021




La louange appartient a Allah qui ordonne la bienfaisance et I’entraide dans la piété, que son
salut et sa bénédiction soit sur le dernier des prophétes. Chaque jour qui passe je remercie
Allah, et je le pris tout le temps de me donner la force de suivre le chemin qu’il m’a tracé afin
de mener a bien le destin qu’il m’a prévu. Dédicace a mes chers parents : Pour 1’affection
dont ils m’ont toujours comblé et les sacrifices infinis qu’ils n’ont cessé de consentir, avec
abnégation, pour mon éducation. Veuillez trouver a travers ce modeste travail, I’expression de
mon amour et mon respect les plus sinceéres. Qu’ALLAH puisse vous accorder une longue vie
pleine d’amour, de bonheur et de paix. A mes chers fréres Farouk et Ali et ma chére sceur
Fahima ; avec tous mes veeux de réussite et de bonheur, avec tout mon attachement et ma
tendresse. A mes chéres copines: Samah; Rahil et Lilia je vous serai éternellement
reconnaissante pour votre soutien, votre confiance et votre fiert€. A ma source d’amour

Abdou qui m’a encouragé dans les moments difficiles : merci pour votre amour. A toute ma

famille de prés et de loin. A Mon bindme Nardjes. A mes camarades de promotion. A tous les

enseignants qui ont contribué a ma formation durant mon cursus.




Dédicace

Je dédie ce modeste travaille au premier liew & mon pere, que dieu le protege, qui
ma beaucoup aidé a prendve des décisions fa’cidiques, etala p[us adorable
maman qui a m’a persévérer pour accomp[hf ce projet et aussi ses priere pour
mol.

A vos mes chéres sceurs Chahrazed, Amina, ]nsaf vous m’avez aidé et supportée

moralement, Dieu merci pour la bénédiction des adorables sceurs.

Sans oublier toutes mes copine Bouaziz nour el houda et Zouareg Sabah, qui

T ) .

étaient comme mes sceurs ou p[us que ¢a car nous avons partage certains des
moments les plus difficiles de notre vie dans notre parcours, je vous aime et merci

a dieu de m’avoir donné [’opportunité de faire votre connaissance.

A toute ma fami“e. A Mon bindme Asma que j ai eu la chance de partager ce

travaille. A tous mes camarades de mon parcours dans cette école. A tous les

emeignants qui ont contribué a ma formaﬂon durant mon cursus.




Avant tout je remercie ALLAH azawajala le miséricordieux, le tout puissant et le plus

clément qui nous aide et nous donne le courage de tout faire.

Ce travail a été réalisé dans le cadre de la thématique de recherche de 1’équipe Microbiologie

et Biotechnologie Marine- Laboratoire CVRM-ENSSMAL. Il rentre dans le cadre d’un projet

de recherche PRFU et la préparation de la thése de doctorat de Mme BOUACHA Chahrazed.

Ce travail n’a pu se réaliser sans ’effort fourni par plusieurs personnes. A cet effet, Nous

tenons a remercier tout particulierement :

Qu’il nous soit tout d’abord permis d’exprimer notre profonde gratitude a nos encadreurs,
Madame ALOUACHE S. Maitre de conférences a ’ENSSMAL qui a accepté de nous
encadrer. Nous la remercions infiniment pour son aide, ses orientations, ses conseils précieux,
sa patience merci pour tout.

Madame BOUACHA C. doctorante a "TENSSMAL et Co-promotrice de ce mémoire, nous la
remercions pour son suivi, sa collaboration, ses conseils, sa disponibilité et son

accompagnement dans 1’aspect technique

Mme. AMAR |I. aitre assistante A a ’ENSSMAL, pour nous ’avoir honoré de présider ce
jury.

Nous tenons a remercier les enseignantes qui ont accepté de faire partie de notre jury, nous
remercions vivement M. LOURGUIOUI H. Maitre de Conférences B a ’ENSSMAL et
Mme CHAOU N. Maitre assistante A a ’ENSSMAL d’avoir accepté d’examiner ce travail.

Nous exprimons ¢€galement nos remerciements a toute 1’équipe et les ingénieures des
laboratoires de ’ENSSMAL ainsi que tout le personnel de la bibliotheque pour leur

disponibilité, aides et gentillesse.

A tous les enseignants qui ont contribué a nous donner une formation solide tout au long de

nos années d’études.

En fin un grand merci a nos parents qui nous ont soutenues, encouragées et aidées tout au
long de notre cursus.




TABLE DES MATIERES

LISTE DES ACRONYMES
LISTE DES TABLEAUX
LISTE DES FIGURES

Introduction

Chapitre I : Généralités

I-1 Présentation de I’Artémie
I-1-1 Définition de I’Artémia
I-1-2 Classification
I-1-3 Morphologie
I-1-4 Cycle de vie et reproduction
I-1-5 Ecologies
I-1-6 Cystes
[-1-7 Nauplii
[-1-8 Adulte

I-1-9 Régime alimentaire

1
3
4
4
4
5
5
7
8
9
9
9

[EEN
o

I-1-10 Utilisation de 1’Artemia en aquaculture

[EEN
o

I-2 : Généralité sur les Probiotiques
I-2-1 Définition

I-2-2 Les Caractéristiques des probiotiques

N
=k O

[-2-3 Les probiotiques en aquaculture
I-2-3-A Définition
I-2-4Utilisation

N e
w N e

I-2-5 L’utilisation des probiotique chez I’artémie

[EEN
SN

Chapitre Il : Matériels et méthodes
I1-1- Etude de I’effet des souches (probiotiques/pathogenes) sur une culture axénique
d’Artémia 15
I1- 1-1- Préparation de la suspension bactérienne (probiotiques/ pathogénes) 15
[1-1-2- Préparation de la culture d’ Artémie axéniques 15
Artémia commerciale 15
I1-1-2-1-Estimation de la charge des nauplius 16

[1-1-2-2-Vérification du caractére axénique de la culture axénique d’Artémia (contrélede la 16




stérilité)
[1-1-3- Etude expérimentale de ’application des bactéries dans la culture axénique
d’Artémie
I1-1-3-1- Test de I’effet des souches probiotiques et pathogeénes sur la culture d’Artémia
I1-1-3-2-Test d’essai pour déterminer I’effet des souches probiotiques sur le controle des
souches pathogenes
1. Essai probiotique
2. Essai pathogene
3. Contr6le probiotique + pathogéne
11-1-3-3-Détermination des déférents parametres
. Détermination de la CL50
. Détermination du taux de survie
. Détermination de la taille
. Détermination de la production de biomasse totale d’Artémia
I1-1-3-4 Analyse statistique

Chapitre 111 : Résultats et Discussion

[11-1-Résultats de 1’application des souches probiotiques dans 1’élevage d’Artémia
I11-1-1 Effet des souches probiotiques sur la culture d’artémie en milieu stérile a différente
concentration
[11-1-1-1 Suivi de la charge bactérienne de souches probiotiques
I11-1-1-2 Effet des différentes charge bactériennes des probiotique sur le taux de survie de
nauplius
I11-1-1-3 Détermination de la CL50 des souches probiotique
I11-1-1-4 Effet des souches probiotiques sur la croissance des nauplii
I11-1-1-4-A La taille
I11-1-1-4-B La production totale de biomasse (TBP)
I11-1-2 Effet des souches Pathogenes a différente concentration sur la culture d’artémie en
milieux stérile
I11-1-2-1 Le suivi de la charge bactérienne des souches pathogenes
[11-1-2-2 Effet sur le taux de survie
I11-1-2-3 Effet sur la croissance
I11-1-2-3-A La taille
[11-1-2-3-B La production totale biomasse

I11-1-3 Application des souches probiotiques pour le contréle de souches pathogenes




I11-1-3-1 Effet sur le taux de survie
I11-1-3-2 Effet sur la croissance
[11-1-3-2-A La taille
[11-1-3-2-B La biomasse

IV Discussion générale

Conclusion

Perspectives
Chapitre V: Références bibliographiques




LISTE DES ACRONYMES

MRS : de Man, Rogosa, Shrapova
UFC: Unité formelle colonie

F: Flacon

BHI: Brain Heart Infusion

T°: Température

PH: Potentiel Hydrogéne

S: Salinité

g/l : Gramme par litre

ml : millilitre

h: Heure

Min: Minute

mm : Millimétre

°C : Degré celsius

CL: Concentration Létale
TBP: Total Biomass Production
IL : Indice de Longueur

EF: Enterococcus faecium

ED: Enterococcus durans

PS: Psychrobacter cibarius

VAN: Vibrio anguillarum

VAL: Vibrio alginolyticus




LISTE DES TABLEAUX

Tableau 01: Les souches bacteriennes utilisées dans cette étude
Tableau2 : L’évolution de la charge des bactéries probiotiques durant 1’expérimentation
Tableau 03 : Les CL50 des souches probiotiques et pathogénes sur les nauplius d’Artémia

Tableau 04 :L’évolution de la charge des bactéries pathogénes durant I’expérimentation

Tableau05 : Les CL50 des souches pathogénes sur les nauplii d’artémie




LISTE DES FIGURES

Figure 01 : Artémia sp
Figure 02: Cycle de vie d’Artémia

Figure 03: cystes d’ Artémie

Figure 04 : Artémia Commerciale

Figure 05 : Dénombrements des souches probiotiques sur gélose MRS

Figure 06 : Effet des souches a potentielle probiotique a différents charges sur la taille des nauplius
d’artémie

Figure 07 : Artémia sp. (a) sous un microscope, (b) sous une loupe binoculaire, Gx40

Figure 08 : Effet des souches a potentiel probiotique a différentes charges sur la taille des nauplii
d’artémie

Figure 09 : Effet des souches a potentiel probiotique a différentes charges sur la production de
biomasse totale des nauplii d’artémie

Figure 10: Effet des souches pathogenes a différentes charges sur le taux de survie des nauplius
d’Artémie

Figure 11 : Effet des souches pathogénes a différentes charges sur la taille des nauplius d’Artémie
Figure 12 : Effet des souches pathogénes a déférentes charges sur la biomasse des nauplius d’ Artémie
Figure 13 : Les taux de survie des nauplii d’Artémie apres ’application des différentes combinaisons
(souches pathogénes/probiotiques)

Figure 14 : Suivi de la taille des nauplii d’Artémies aprés 1’application des combinaisons souches
pathogénes/souches probiotiques

Figure 15: Suivi de la biomasse des nauplii d’Artémies aprés 1’application des combinaisons souches

pathogénes/souches probiotiques




Abstract

The present work is mainly based on the study and evaluation of the efficacy of three probiotic strains
Enterococcus faecium, Enterococcus durans and Psychrobacter cibarius applied in a culture of
Artemia, on the survival rate and growth of nauplii as well as on the control of pathogenic strains:
Vibrio anguillarum and Vibrio alginolyticus.

The application of probiotic strains alone on the Artemia culture showed non-significant
improvements on survival rate for E. faecium and P. cibarius at loadings of 10’ and 10% and a
significant improvement for E. durans at a loading of 103UFC/ml. Concerning the growth parameters

size and total biomass, only E. faecium at 10°UFC/ml showed a significant improvement.

The application of probiotic strains for the control of the pathogenic strains V. alginolyticus and V.
anguillarum revealed a significantly positive effect on the survival rate of Artemia in the presence of
V. anguillarum for all three applied strains and a significantly positive effect on the total biomass
when P. cibarius was applied in the presence of V. alginolyticus. The results obtained show that the
strains have an interesting probiotic potential as well as a capacity to control the effect of pathogenic

strains such as Vibrio in an Artemia farm.
Résumé

Le présent travail s’articule essentiellement sur 1’étude et 1’évaluation de ’efficacité de trois souches
probiotiques Enterococcus faecium, Enterococcus durans et Psychrobacter cibarius appliquées dans
une culture d’Artemia, sur le taux de survie et la croissance des nauplii ainsi que sur le contrdle des

souches pathogeénes :Vibrio anguillarum et Vibrio alginolyticus.

L’application des souches probiotiques seules sur la culture d’artémie a montré des améliorations non

significatives sur le taux de survie pour E. faecium et P. cibarius & des charges de 10’ et 10°, et une

amélioration significative pour E. durans & une charge de 10°UFC/ml. Concernant les paramétres de
croissance taille et biomasse totale, seule E. faecium a 10°UFC/ml a présenté une amélioration
significative.

L’application des souches probiotiques pour le controle des souches pathogénes V. alginolyticus et V.
anguillarum a révélé un effet significativement positif sur le taux de survie des artémies en présence
de V. anguillarum pour les trois souches appliquées et un effet significativement positif sur la
biomasse totale lors de 1’application de P. cibarius en présence de V. alginolyticus. Les résultats
obtenus montrent que les souches posseédent un potentiel probiotique intéressant ainsi qu’une capacité

de controler I’effet des souches pathogénes comme Vibrio dans un élevage d’artémie.
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INTRODUCTION



Introduction

Le secteur aquacole est I'un des secteurs de production alimentaire qui croit le
plus rapidement de nos jours. Mais I’accroissement des maladies est devenu une
contrainte importante pour la production de I’aquaculture et le commerce, affectant
ainsi le développement du secteur économique dans de nombreux pays
(Subasinghe et al., 2001). Les especes de Vibrio sont parmi les plus importants
microbes pathogenes dans les cultures de crevettes et ils sont responsables de
plusieurs maladies et mortalités dans le secteur aquacole (Snoussi et al.,2009 ;Diggles
et al., 2000). De ce fait, plusieurs méthodes de préventions et de traitements telles
que [lutilisation d’antibiotiques ont ¢ét¢ largement utilisées pour I’élevage en
aquaculture (Morinigo et al., 2002). L’utilisation des antibiotiques pour le contrble des
maladies et la promotion de la croissance des animaux, augmente la pression
sélective exercée sur la flore microbienne et encourage 1’émergence naturelle de
la résistance bactérienne.

Les nauplii d’Artemia représentent un maillon trophique indispensable pour nourrir plus de

80% des alevins des poissons et des larves de crustacés. Cette importance est due a la

disponibilité, a la simplicité et & la valeur nutritionnelle par rapport a d’autres aliments (Ben

Naceur H. et al., 2008). D’autre part, les Nauplii d’Artemia sont considérés comme un
aliment convenable qui peut étre facilement stocké et aisément manipulé et obtenu seulement
aprés 24h d’incubation a partir des cystes (Lavens et Sorgeloos ,2000).

De nos jours, les méthodes d’élevage des crustacés et des poissons dans les
stations aquacoles favorisent plutot la  modification des conditions d’¢élevage, la
sélection d’animaux génétiquement résistants aux maladies et [utilisation des
probiotiques. Ces derniers sont définis comme des adjuvants microbiens vivants
ayant des effets bénéfiques sur [I’hote tels que la modification de la flore
microbienne, ’augmentation de la réponse de I’héte vis-a-vis des autres pathogenes,
I’utilisation optimisée de [D’alimentation et [I’amélioration de la qualit¢ de son
environnement (Sanders, 2000).

Le probléeme qui affecte la production en aquaculture comme les poissons, les crustacés, les
mollusques ...., est de trouver des solutions a des maladies dues aux  bactéries
pathogenes associées aux cultures d’Artémia, souvent redoutées en aquaculture telles
que Vibrio anguillarum et Vibrio alginolyticus, et ainsi de trouver une nourriture convenable

aux larves des organismes aquatiques(Mahdhi et al., 2011).Afin de pallier a ce probleme, il




est recommand¢ d’utiliser des alternatives aux antibiotiques a I’instar des probiotiques qui

sont des microorganismes ayant un effet positif sur 1’hote en optimisant sa croissance, son

taux de survie, et améliorer la qualité d’eau d’¢élevage(Verma et Gupta, 2015).

Notre but a travers ce travail est de tester in vivo dans une culture d’Artémia, des souches a
potentiel probiotique afin de déterminer leur effet sur plusieurs critéres a savoir : le taux de
survie, la taille des nauplii, la biomasse totale ainsi que le contrdle des souches pathogénes a

savoir V. alginolyticus et V. anguillarum.
Le contenu de ce travail s’articule en trois grandes parties :

Généralités sur I’artémie et les probiotiques
Matériel et méthodes
Résultats et leurs interprétations.

Le travail se termine par une conclusion et perspectives pour ce travail




CHAPITRE 1

GENERALITES



I-1 Présentation de PArtémie

I-1-1 Définition de I’Artémia
Artémia est un groupe cosmopolite qui peut survivre & des conditions environnementales
stressantes: salinités extrémes, faibles ou fortes températures et anoxie (Torrentera et
Dodson, 2004). Il est formé de sept especes de reproduction bisexuées qui vivent dans
les lacs salés et hyper salés (Thiéry et Puente, 2002), les lagunes cotieres et dans les

étangs (Triantaphyllidis et al., 1996).

On peut rencontrer les populations de ce crustacé dans des eaux riches en chlorures,
sulfates, carbonates, potasses etc., dont la composition ionique est totalement différente
a ceux de I’eau de mer (Cole et Browne, 1967; Bowen et al., 1985). La température
vitale optimale de I’Artémia est au tour de 25-27°C, en général I’intervalle minimal et

maximal de survie est compris entre 5 et 35°C. Ces limites ne sont pas fixes et

restent liés aux caractéristiques de chaque population et espéce (Amat, 1985).

I-1-2 Classification

Regne : Animalia
Embranchement : Arthropoda.
Sous embranchement : Crustacea.
Classe : Branchiopoda.

Sous-classe : Sarsostraca.
Figure 01 : Artémia sp. (Zubairi et al., 2016)

Ordre : Anostraca.

Sous-ordre : Artemiina.

Famille: Artemiidae.

Genre : Artemia (Ghomari, 2012)

Espéce : Artemia sp Kazakhstan (Pilla et Beardmore, 1994)



https://fr.wikipedia.org/wiki/Arthropoda
https://fr.wikipedia.org/wiki/Crustacea
https://fr.wikipedia.org/wiki/Branchiopoda
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sarsostraca
https://fr.wikipedia.org/wiki/Artemiidae

I-1-3 Morphologie

L'Artémia est un petit crustacé aquatique de forme allongée leur corps est dépourvu
de carapace (anostracée) mais clairement segmenté. 1l comprend trois parties bien
distinctes : la téte, le thorax et I’abdomen ; 1’artémie connait 14 mues, son corps se
compose d’aux moins 20 segments et de 10 paires d’appendices plats attachées a son
tronc.

Sa coloration va du blanc laiteux au bleu vert jusqu'au rouge brique et au vermillon
selon sa nourriture et le milieu, en particulier selon la teneur en oxygene dissout
(Abatzopolulos et al., 2010).

Sa longueur et son aspect peuvent étre trés variables selon 1’espéce sexuée ou la race
parthénogénétique (diploide ou polyploide) et aussi selon les caractéristiques physico-
chimiques de son biotope (principalement la salinité), La taille habituelle est comprise
entre 10 et 12 mm de longueur totale, dépasse rarement les 17-18 mm (Ghomari,
2012).

La femelle adulte a un sac ovigere, en forme de cceur a l'arriere de ses derniers
appendices. Le male, posséde deux appendices symétriques en forme de chéale a
hauteur de la téte, Il est généralement plus petit que la femelle, nage plus rapidement

et moins coloré (Abatzopolulos et al., 2009).

I-1-4 Cycle de vie et reproduction

Dans son environnement naturel et sous certaines conditions, I'Artémia produit des cystes qui
flottent a la surface de I'eau. Ces cystes sont métaboliquement inactifs et incapables
de se développer tant qu'ils sont gardés au sec (Dhont, 2003). Une fois les
cystes immergés dans ’eau de mer, l'embryon reprend son métabolisme interrompu.
Au bout de 24h & 36h la membrane externe du cystes éclate et I'embryon
apparait, entouré parune membrane d’éclosion. Tandis que l'embryon est accroché
sous la coquille vide (étape de « parapluie ») le développement du nauplius
s’accompli et au cours d'une période courte la membrane d’éclosion est rompue
et le nauplius est délivré pour atteindre le stade adulte apres plusieurs phases
de développement caractérisées par une série de transformations morphologiques et

physiologiques (Drewas, 2002):

» Nauplius stade | est stade Il (8 heures)




» Juvénile puis pré-adulte (1 a 3 jours)

> Adulte (1 & 2 semaines)
Les populations d’Artémia présentent deux types de reproduction: sexuelle avec la présence
de males et femelles chez I’espéce sexuée et asexuée ou parthénogénétique avec la présence
exclusive de femelles chez la souche asexuée (clones parthénogénétiques).
Les deux types de femelles (sexuees ou asexuées), peuvent donner deux classes de
descendance, selon les conditions environnementales (dans les conditions optimales de
disponibilité d’aliment, salinité et oxygeéne), et selon [I’espéce: un embryon qui achéve
son développement embryonnaire a I’intérieur de ’utérus de la femelle, et naisse comme
nauplii parfaitement formé, aussi connues sous le nom « d’ceufs d’¢té » (reproduction
ovovivipare), ou bien en présence des conditions adverses ( salinité élevée, ou niveaux
faibles d’oxygene), ils sont produits des formes d’ceufs de résistances connues sous le nom de

cystes, ou aussi appelés « des ceufs d’hiver » (Curto, 2006).

Diapause Cysts

Environmental Cues,
Gene Activation &
Biochemical Responses

.’ Quiescent Cysts

Figure 02: Cycle de vie d’Artémia (Marden et al., 2020)




I-1-5 Ecologie

Les Artémies se trouvent dans environ 500 lacs naturels de sel et les marais
salants artificiels dispersés dans les zones climatiques tropicales, subtropicales et
tempérées, le long des cotes, ainsi que lintérieur des terres (Lavens et Sorgeloos,
2000). Leurs distributions sont discontinues: tous les biotopes hautement salins ne
sont pas peuplés d'Artémie; elle se trouve dans des eaux thalassohaline et

athalassohalins :

e Les eaux thalassohaline sont des eaux de mer concentrées avec NaCl
comme sel majeur. Ils constituent la plupart, sinon la totalité, des habitats
cotiers de I'Artémia dans des sebkhas. L’autre habitat thalassohaline est

situé a l'intérieur des terres.

Les biotopes athalassohalins d’Artémia sont situés a l'intérieur des terres et
ont une composition ionique qui differe grandement de celle de I'eau de
mer naturelle: il y a des eaux sulfatées, carbonatées et riches en

potassium.

Bien que les crevettes de saumure(Artémie) se développent tres bien dans I'eau
de mer naturelle, elles ne peuvent pas migrer d'un biotope salin a un autre via
les mers, car elles dépendent de leurs adaptations physiologiques a une salinité
élevée pour éviter la prédation et la concurrence avec d'autres filtreurs, car la

crevette saumatre possede:
e Un systeme osmorégulateur trés efficace;

e La capacité a synthétiser des pigments respiratoires tres efficaces pour faire

face aux faibles niveaux d'O2 a des salinités élevées;

e La capacité de produire des kystes dormants (les cystes) lorsque les conditions

environnementales mettent en danger la survie de I'espéce.

L'artémie ne se trouve que dans des milieux a salinités trés élevée ou leurs

prédateurs ne peuvent pas survivre (70 g.I). L’Artémia meurt a des salinités

proches de la saturation en NaCl, c'est-a-dire 250 g.I-1 et plus (Van Stappen,
G.1996).




Concernant la tempeérature, la plupart des populations ne supportent pas des
températures au-dessous de 5°C, tandis qu’elle peut varier entre 6°C a 40°C
pour les larves. La tolérance des cystes secs est encore plus élevée ; les limites
oscillent entre -273°C a plus de 60°C. (Skoultchi et motowitz, 1964).

I-1-6 Cystes

Le cystesa une forme biconcave, aprés hydratation il devient sphérique, le cyste
sec résiste eégalement aux fortes radiations, une variété de solvants organiques
(méme a des pesticides), le manque d'oxygene et peut étre entreposé pendant des
mois ou des années sans toutefois perdre sa capacité d'éclosion (Treece,G.D.,
2000).

La coquille du cystes se compose de trois couches (Dhont ; Vanstappen, 2003)

Couche alvéolaire: une couche dure constituée de lipoprotéines imprégnées de
chitine et d'hématine et leur concentration détermine la couleur brun pale au brun
foncé de la coquille. Sa fonction principale est de protéger I'embryon contre les
perturbations mécaniques et les rayons UV, peut étre completement éliminée ou

dissoute par traitement d'oxydation a I'nypochlorite.

Membrane cuticulaire externe: C’est une membrane constituée de multicouches avec

fonction de filtre trés spéciale, elle agit comme une barriere de perméabilité. Son

role est d’empécher la pénétration des molécules plus grandes que la molécule

de CO..

Cuticule embryonnaire : C’est une couche transparente et élastique séparée de
I'embryon par la membrane cuticulaire interne (se développe en membrane

d'éclosion lors de l'incubation d'éclosion).

L'embryon est une gastrula indifférenciée qui est amétabolique a des niveaux
d'eau inférieurs a 10%, il peut étre stocké pendant de longues périodes sans
perdre sa viabilité. La viabilité est affectée lorsque les niveaux d'eau sont
supérieurs a 10% (début de l'activité métabolique) et lorsque les cystes sont exposés a
I'oxygene, c'est-a-dire qu'en présence d'oxygene, les radiations cosmiques entrainent la
formation de radicaux libres qui détruisent les systemes enzymatiques spécifiques

des cystes amétaboliques d'Artémie (Van Stappen, G.1996).




Figure 03:Cystes d’Artémia (Dahloum, 2007).

I-1-7 Nauplius
C’est une Larve juste écloses de trés petite taille environ 400 a 500 pm, caractérisé
par une téte et trois paires de pattes qui deviendront les antennules, les antennes et

les mandibules :

e Les antennules : double fonction, filtration de la nourriture et locomotion.
e Les antennes : fonction sensorielle.
e Les mandibules : servent pour attraper la nourriture.
La larve posséde une couleur beige fonce ou bien marron claire observer par laloupe

I-1-8 Adulte

Adulte, Artémiasp mesure en moyenne 8 a 10 mm, mais peut atteindre 15 mm en
fonction de son environnement. Il a 2 petits yeux, Son corps allongé est
généralement divisé en 20 segments, et comporte 10 paires de pattes, appendices
ressemblant a des feuilles qui oscillent & un rythme régulier.

Les adultes peuvent étre de couleur pale, blanc, rose, vert ou transparent, et vivent
généralement  quelques mois. L’Artemia est de [I’ordre Anostraca, qui signifie
Littéralement sans coquille. Son appartenance a la classe des branchiopodes indique

que ses branchies sont situées sur le cOté des pattes.

I-1-9 Régime alimentaire

L’Artémia est une espece "filter-feeder” phagotrophe (Provasoli et Shiraishi, 1959). Elle
s’alimente par filtration principalement de phytoplancton vivant dont Dunaliella Salina est la

souche la plus utilisée.
L’alimentation de cette espece differe selon les stades de développement :

e les nauplii, elle est assurée par la deuxiéme paire d’antennes.




e I’adulte, elle est assurée par les thoracopodes (11 paires d’appendicese thoraciques

remplacés au fil des mues) (Tobias et al., 1980).

Si le milieu est pauvre en nourriture la croissance de I’Artémia sera lente et une forte

mortalité sera observée (Kellog ,1906)
I-1-10 Utilisation de I'Artemia en aquaculture

L'emploi des nauplii comme aliment en écloserie est trés courant, par contre les adultes
sont peu utilisés. L'Artémia constitue une nourriture disponible, grace aux cystes
facilement stockés et transportés, nécessitant des techniques de production simples.
Elle constitue une proie exempte de germes, grace a une désinfection ou une
décapsulation, bien acceptée et facilement perceptible grace a leur couleuret a

leur mouvement.

Les nauplii sont donnés vivants, la récolte s'effectue dés I'éclosion a laide d'un
filet de maille 125um, la valeur des Artémia se déprécie rapidement a
température  ambiante. Dans les heures qui suivent I'éclosion la  valeur

nutritionnelle diminue, la taille augmente. (Gaélle et al., 1998).

I-2 Généralité sur les probiotiques
I-2-1 Définition

Le mot « probiotique » vient des mots grecs « pro » qui signifie « en faveur » et « biotikos »

qui signifie « la vie »(Kesarcodi-Watson et al.,2008).

Les probiotiques sont des micro-organismes qui conférent des avantages pour la santé
de I'h6te lorsqu'ils sont administrés a la dose appropriée. lls sont ajoutés dans les
élevages de poissons pour augmenter les performances de croissance, l'appétit

digestibilité, et contrdler les maladies en améliorant la réponse immunitaire (Shefat, 2018).

Ils peuvent étre introduits dans certains aliments (compléments alimentaires) ou dans
certains médicaments (ex : Lactéol contenant des Lactobacillus LB). Les probiotiques les
plus connus sont les bactéries lactiques (Lactobacillus, Streptococcus et Lactococcus) et
les Bifidobactéries (utilisés dans les yaourts et autres produits laitiers fermentés ) (Laffargue,
C. (2015).




Les probiotiques sont des bactéries naturellement présentes dans notre systeme digestif
et qui possedent un effet bénéfique sur la flore intestinale et qui permet la digestion des
aliments. Ces bactéries permettent une meilleure absorption des nutriments et protegent

aussi les intestins.
I-2-2 Les caractéristiques des probiotiques

La sélection des probiotiques doivent répondre a plusieurs critéres :

Innocuité totale: Le probiotique ne doit pas étre nocif pour I'organisme et ne doit
présenter aucun risque pour la sante.

Survie au cours du transit digestif : les micro-organismes probiotiques doivent étre
capables de survivre jusqu'a leur arrivée dans l'intestin ou ils exerceront leurs effets
bénéfiques sur la flore intestinale, donc il doit présenter une résistance naturelle élevée
a l'attaque gastrique acide et aux sels biliaires.

. Activité antimicrobienne: pour jouer son role d'amélioration de I'écosystéme intestinal,
un bon probiotique doit étre capable d'inhiber localement le développement des
germes indésirables.

Capacité a s'établir dans la flore endogene et survie dans I'écosystéeme intestinal : il est
important que les probiotiques puissent adhérer aux cellules ou au mucus de la paroi
intestinale méme de fagon transitoire :

a. d'une part pour faciliter la colonisation du tube digestif

b. dautre part pour obtenir un effet barriere optimal contre l'invasion de la

muqueuse intestinale par des bactéries pathogénes.

Propriétés technologiques : viabilité et stabilité des micro-organismes., le probiotique
doit survivre aux différentes conditions de stockage et de conservation (Aly Abbara
et al., 2020).

I-2- 3 Les probiotiques en aquaculture

1-2-3-A Définition

Un probiotique est un élément vivant, un composant d'une cellule microbienne,
qui est administré par l'intermédiaire de l'alimentation ou de l'eau d'élevage, qui
profite a I'nbte en améliorant sa résistance aux maladies, son état de sante, ses

performances de croissance, son utilisation de I'alimentation, sa reaction au stress




ou sa vigueur générale, I'équilibre microbien de [I'néte ou I'équilibre microbien de

I'environnement ambiant (Merrifield et al., 2010).

Il peut étre considéré comme un microbiote intestinal des animaux aquatiques

interagit constamment avec I'environnement et les fonctions de ['hote.

Un probiotiqgue est une culture mono ou mixte de micro-organismes vivants
pour améliorer les propriétés de I'organisme, sa viabilité ou les propriétés de sa

microflore indigéne (Havenaar et al., 1992 ; Skjermo et Vadstein 1999).

En 2000, Verschuere a considéré le probiotique «un adjuvant microbien vivant ».
I-2-4 Utilisations

Le développement rapide de I’aquaculture, son intensification, et 1’apparition des
crises sanitaires dans les eélevages ont encouragé les recherches pour développer
des solutions alternatives aux antibiotiques, afin d’enrayer les maladies. C’est
dans ce cadre que [lutilisation des probiotiques, qui concernait a 1’origine
I’homme et les animaux d’¢élevage terrestres, a ¢été ¢largie aux animaux
aquatiques depuis une trentaine d’années. Les premiéres ¢études chez les poissons

ont montré des résultats prometteurs qui ont entrainé de nombreuses recherches

sur le sujet. Ces recherches ont eu comme objectif la sélection des souches

probiotiques a partir des différentes sources d’élevage (animaux, algues, eau....),
afin d’évaluer leurs bienfaits sur la survie et la croissance des animaux
modeles. Parallelement a ces recherches, de nombreuses applications, plus ou
moins empiriques, du concept probiotigue ont été réalisées, ce qui a permis la
familiarisation et I’utilisation de ce concept en aquaculture (Fernando Silva Aciares
2013).

Aujourd'hui, I'aquaculture est le secteur de production alimentaire qui connait la plus forte
croissance dans le monde, avec un taux de croissance annuel moyen de 8,9 % depuis
1970(Subasinghe, 2005).

L'utilisation des probiotiques en aquaculture comprend des bactéries, et des suppléments

alimentaires. lls apportent des avantages aux hotes :

v améliorer la croissance de I'ndte (Kumar et al., 2006 ; Boonthai et al., 2011 ; Silva
etal., 2013) ;




réduire I'incidence des maladies (Irianto et Austin 2002 ; Newaj-Fyzul et al., 2007
; Silva et al., 2013)
Peuvent donner de bons résultats dans divers environnements aquatiques : eau douce
(Rahiman et al., 2010), eau saumatre et eau de mer(Vijayan et al., 2006).
Les probiotiques utilisés dans l'aquaculture sont principalement pour lI'amélioration de la
qualité de I'eau (Wang et Wang, 2008).

I-2-5 L’utilisation des probiotique chez I’artémie

Les probiotiques peuvent protéger 1’hote par la production de métabolites qui empéchent la
colonisation ou la croissance d’autres micro-organismes pathogenes ou la
compétition pour I’alimentation (Vine et al., 2004 ; Mahdhi et al., 2010).

On montre aussi des effets bénéfiqgues qui  engendrent une réduction des
maladies dues aux bactéries pathogenes associées aux Artémia (Mahdhi et al.,
2010).

Egalement la Pseudomonas stutzeri et Bacillus sp, ainsi que la levure Candida
utilis améliorent les conditions d’élevage d’Artémia (Balcazar et Luna-Rojas 2007 et
Zhou et al., 2009).




CHAPITRE II
MATERIEL ET METHODES



Notre travail a pour but d’évaluer I’efficacité de trois souches ayant montré, I

vitro, un potentiel probiotique, sur I’élevage d ’Artemia sp.

Tableau 01 : Les souches bactériennes utilisées dans cette étude.

Souches probiotiques Signe Souches pathogenes

Enterococcus faecium EF Vibrio anguillarum

Enterococcus durans ED Vibrio alginolyticus

Psychrobacter cibarius PS

I1-1- Etude de ’effet des souches (probiotiques/pathogénes) sur une culture
axénique d’Artémia

11-1-1 Préparation de la suspension bactérienne (probiotique/ pathogene)

Des flacons stériles de 50 ml de MRS et BHI bouillon ont été inoculés respectivement avec
des souches bactériennes et des pathogénes et incubés a 37°C. Les cellules ont été récupérées
par une centrifugation a 2000 tr/min pendant 10min. Le culot a subi deux lavages par 1’eau
d’élevage filtrée et stérile préparée au préalable. Les suspensions bactériennes ont été ajoutées
a I’eau d’¢levage de I’artémie et ajustées a une densité optique de 0.8 (108 CFU ml?) & une
longueur d’onde de 540 nm. (Jatoba et al., 2008). Cette solution meére servira pour la

préparation des différentes dilutions de 108 en 10°.

I1-1-2 Préparation de la culture d’Artémia axéniques

0.5g des cystes d'artémia sp. commercial(DAJANA)ont été versé dans un flacon stérile de
500ml contenant 250ml d’eau d’élevage prépare filtrée stérile de salinité a 37g/lpour 1’élevage
des artémies, le flacon a été incubés dans un bain marie agitateur a 27°C pendant 72h en

présence de la lumiere artificielle blanche et en absence de 1’alimentation.




Figure 04 : Artémia Commerciale

11-1-2-1 Estimation de la charge des nauplii

Pour estimer la charge des nauplius sous une loupe binoculaire, 1ml d’échantillon de nauplius
est déposé dans une boite de pétrie quadrillé et fixée par le lugol cette 1’opération a été
répétée 10fois.

Nil + Ni2 + Ni3 + Ni4 + Ni5 + Ni6 + Ni7 + Ni8 + Ni9 + Ni10
10

la charge =

Ni : nombre des individus dans 1ml

11-1-2-2 Vérification du caractére axénique de la culture d’Artémia (Contréle de la
sterilité) :
Le controle de la stérilité du milieu d’éclosion a été effectué par I’ensemencement de 0.1ml

de I’eau de culture sur BHI gélose suivi d’une incubation a 37°C pendant 24H.
11-1-3 Etude expérimentale de P’application des bactéries dans la culture axénique

d’Artémie

L’objectif de notre étude est d’évaluer I’effet des souches probiotiques et/ou pathogénes sur
I’ Artémie dans des conditions axéniques. Pour ce faire, Iml des nauplii (140 individus) a été

inoculé dans des conditions stériles, dans 9 ml d’eau d’élevage (Ruyet, 1975) additionnés ou

non de souches bactériennes a différentes charges (préparée comme décrit précédemment).

Les tubes ont été incubés pendant 24h dans un bain marie agitateur (T°=27°C, S=37g/L,
lumiere=1000 a 2000 Lux et oxygénation par agitation des tubes) (Amarouyache et al.,

2010). Chaque expérience a €té menée en triplicata, avec la présence d’un témoin négatif.




11-1-3-1 Test de I’effet des souches probiotiques et pathogénes sur la culture d’artémie

L’effet de la charge bactérienne des souches probiotiques et pathogeénes a été testé sur la
culture d’artémie (140 nauplii) comme décrit précédemment. Les concentrations finales des
souches étudiées ont été 10°, 107, 108 UFC/m.

Un volume de 0.1ml de chaque solution mere et cette dilution a été ensemencé sur la gélose
Mac-conckey pour le dénombrement des souches pathogenes et la gélose MRS pour le
dénombrement des souches probiotiques. Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24h
(Villamil et al., 2003).

L’appréciation de I’effet des souches sur ’artémie a été¢ estimée par le suivi de la survie, la
taille, le poids, la biomasse ainsi que la détermination du paraméetres CL50 qui seront

présentés plus loin.

I1-1-3-2 Test d’essai pour déterminer I’effet des souches probiotiques sur le contréle des

souches pathogénes

Pour évaluer ’effet des souches bactériennes sur la culture d’Artémia(l’expérience pendent

6jours); différents essais ont été réalisé :
1). Essai Probiotique:

v' Dans des tubes a essais stériles, 1ml d’artémia a été placé dans 9 ml d’eau d’élevage
contenant I’'une des souches probiotiques a une charge de 108UFC/ml : Enterococcus
faecium, Enterococcus durans et Psychrobacter cibarius.

2).Essai pathogene :

v Dans des tubes & essais stériles, 1ml d’artémia a été placé dans 9 ml d’eau d’élevage
contenant 1’une des souches pathogénes & une charge de 108UFC/ml : Vibrio anguillarum
ATCC 12964 ou Vibrio alginolyticus ATCC17749T.

3).Contrdle de probiotique +pathogene :

v" Dans des tubes a essais stériles, 1ml d’artémia a été placé dans 9 ml d’eau d’élevage

contenant un mélange de souche pathogéne (10° UFC/mI) et une souche probioticque

(108UFC/ml). Les combinaisons effectuées ont été :
- Artémia + Enterococcus faecium+ Vibrio anguillarum,

- Artémia + Enterococcus durans + Vibrio anguillarum,




Artémia + Psychrobacter cibarius + Vibrio anguillarum,
- Artémia + Enterococcus faecium +Vibrio alginolyticus,
- Artémia + Enterococcus durans+ Vibrio alginolyticus,
- Artémia + Psychrobacter cibarius + Vibrio alginolyticus,
Chaque expérience a été menée en triplicata, a partir de la culture axénique d’Artémia

et réalisées dans des conditions stériles(Mahdhi et al., 2010).

Apres D’ajout des suspensions probiotiques et les pathogenes, les cultures d’Artémia ont
été incubées dans un bain marie agitateur & une température de 27°C pendant 3jours
avec une intensité lumineuse constante.

Le suivi consiste a déterminer dans chaque essai : la taille; la biomasse et le taux de
survie des larves d’Artémia au cours du traitement (la survie est déterminée

quotidiennement par le dénombrement des nauplius mobiles).

11-1-3-3- Détermination des différents parametres
A- Détermination de la CL50 selon Reed and Muench (1938)

Ce paramétre a été déterminé pour chaque souche probiotique et pathogéne afin de déterminer
leur charge toxique sur I’artémie. Il représente la concentration a partir de laquelle on observe

50% de mortalité des individus
CL50 = (dilution au-dela de 50%) - (distance proportionnelle calculée)

Distance proportionnelle = 50%- (mortalité a la dilution inférieure a 50) /(mortalité a la
dilution au-dela 50- mortalité a la dilution inférieure 50)

B- Détermination du taux de survie

Pendant les tests réalisés, le nombre de larves nageuses a été déterminé quotidiennement par
le nombre des nauplii mobiles et le pourcentage de survie a été calculé selon la formule
suivante :

Pourcentage de survie= (Nombre de nauplii survivants x 100) / Nombre total de nauplii).

C- Détermination de la taille :

Un prélevement journalier de 10 individus de chaque tube d’¢élevage a été effectué par hasard
afin d’évaluer leur développement. Entre une lame et une lamelle les nauplius ont été fixés
par le lugol, puis on a déterminé la taille a partir de éteules jusqu'a la queue, a 1’aide de la

micro regle du microscope photonique. La taille a été calculée selon la formule suivante :




. la taille observé
La taille (cm)=——-—
grandissement

Avec : le grandissement (40) =0 * G

O : Oculaire(10)

G : le grandissement de 1’objectif(4)

D- Détermination de la production de biomasse totale d’Artémia

La production totale de biomasse (TBP) est un critere qui combine les effets des deux
parametres : la survie et de la taille (IL). Elle est déterminée selon la formule
suivante (Mahdhi, M. et al 2010):

TBP (millimeters per Falcon —mm / F) = Ns * MIL(Mahdhi 2010).
Ns: nombre des survivants
M IL : moyenne de la taille IL

F : Falcon

I1-1-3-4 Analyses statistiques

Tous les tests ont été etudiés par I’analyse des variances (ANOVA) afin d’examiner la
signification des différences de nos résultats (test de Tukey HSD), en utilisant le logiciel
Statistca 6.0.




CHAPITRE 1II

RESULTATS ET DISCUSSION




Notre travail a pour objectif d’évaluer I’effet des souches probiotiques sur une culture
d’artémie en présence et en absence de souches pathogénes de type Vibrio. Cette partie

s’articule comme suit :

- effet des souches probiotiques sur la culture d’artémie
- effet des souches pathogene sur la culture d’artémie

- controle des souches pathogeénes par des souches probiotiques dans la culture d’artémie

I11-1 Résultats de D’application des souches probiotiques dans I’élevage

d’Artémia

I11-1-1 Effet des souches probiotiques sur la culture d’artémie en milieu stérile a

différentes concentrations

L’effet des souches probiotiques sur la culture d’artémie a été évalué par le suivi des
différents parametres de survie et de croissance (taille et production totale de la biomasse
« TBP »).

I11-1-1-1 Suivi de la charge bactérienne des souches probiotiques

Les résultats représentés dans le tableau (2) montrent que la charge bactérienne des trois
souches probiotiques est en augmentation au cours de 1’expérience, ce qui nous confirme le
maintien des souches probiotiques dans la culture. ces résultats concordent avec ceux de
Villamil et al.,(2003), qui ont rapporté que la charge bactérienne des deux souches
probiotiques L.cacei et L.brevisinoculées dans des cultures d’artémie proliférent tout au long
de leurs cycle d’¢levage.

Tableau?2 : L’évolution de la charge des bactéries probiotiques durant I’expérimentation

La charge | La charge finale (UFC/mI)
initiale (UFC/mlI)
Témoin : 0 EF ED

106 4,61.10° 4,30.107
107 7,88.10% 3,07.101
108 1,05.10% 6,87.10!




Figure05: Dénombrements des souches probiotiques sur gélose MRS

I11-1-1-2 Effet des différentes charges bactérienne des probiotiques sur le taux de

survie des nauplii

L’augmentation de la charge bactérienne probiotique dans les eaux d’élevages d’artémie
influe positivement le taux de survie des nauplii. La figure 5 montre que la charge bactérienne
probiotique de la souche E. durans, a une concentration de 108UFC/ml, améliore
significativement (p<0,05) le taux de survie des animaux, en revanche, les souches
probiotiques a différentes charges: E. durans (107,10 %), E.faecium (108,107,10°) et P. cibarius

(108, 107,10 ®) présentent des variations statistiquement non significatives (P>0.05).Ces

résultats corroborent ceux de Chean, M. Y et al.,(2021), qui ont appliquésur une culture
d’artémie, les souches probiotiques: Lysinibacillus fusiformis(108 UFC/ml) et Bacillus
megaterium (10 UFC/ml). Ces souches probiotiques ont amélioré le taux de survie des
Nauplii d’une valeur de 40% (témoin) a une valeur de 50% et 60%, respectivement. De
méme, plusieurs travaux utilisant différentes souches probiotiques a savoir: E.durans
(Bhaheerathan et al.,2020),Pseudomonas sp. (Gorospe et al., 1996), Exiguobacterium
mexicanum (Hipolito-Morales et al., 2009), Bacillus sp. Et cytophagar sp. (Marques et
al.,2005), ont rapporté un effet tres bénéfique sur le taux de survie des Nauplii dans les
cultures d’Artémie. En revanche, 1’étude effectuée par Touraki et al., (2012)a révélé que
I’utilisation des souches probiotiques B. subtilis et L. plantarum a I’ordre de108 UFC/ml influe

négativement sur le taux de survie.




la survie
(%)

100.0

les souches

Témoin EF8 EF7 EF6 Ps 8

Figure06 : Effet des souches a potentiel probiotique a différentes charges sur le taux de survie des nauplii
d’artémie. (EF : Enterococcus faecium ; ED : Enterococcus durans ; Ps : Psychrobacter cibarius ; 8 ;7 et 6:
les charges microbienne 10879)

111-1-1-3Détermination de la CL50 des souches probiotiques

A partir des résultats obtenus, les concentrations Iétales CL50 ont été calculées. Ces derniéres
sont de I’ordre de 10%7, 10%%° et 10%% pour la souche E. durans, P. cibarius et E. faecium,
respectivement.Ces valeurs représentent les concentrations initiales a partir desquelles la
bactérie probiotique peut avoir un effet néfaste sur les nauplii d’artémie. Elles sont
pratiguement du méme ordre pour les trois souches probiotiques appliquées. Ce résultat

concorde avec les différentes données de la littérature qui préconise ’utilisation des souches

probiotiques & une charge de 108UFC/ml sans un risque lié a I’artémie (Mahdhi et al., 2010;
Chean M. Yetal., 2021)

Tableau3 : Les CL50 des souches probiotiques sur les nauplii d’artémie
Les souches CL50

E. durans 10970

E. faecium 10992

P. cibarius 10930




I11-1-1-4 Effet des souches probiotiques sur la croissance des nauplii :

La croissance des Nauplii a été estimée par les deux parameétres suivants : la taille et la

production totale de biomasse « TBP ».
111-1-1-4-ALa taille :

La taille des nauplii a été estimée sous microscope a 1’aide d’une régle (Figure07). Les

résultats sont illustrés dans la figure 8.

Figure
07 :
Artémia
sp(a)
sousmicr
oscope, (b) sous une loupe binoculaire, Gx40

les souches

Figure 08 : Effet des souches a potentiel probiotique a différentes charges sur la taille des nauplii

d’artémie (EF : Enterococcus faecium ; ED : Enterococcus durans ; Ps : Psychrobacter cibarius ; 8 ;7 ;6et

5 :les concentration)




Les résultats ont révélé que 1’accroissement de la taille des nauplii augmente en fonction de la
concentration croissante d’E.durans (entre une valeur minimum de 0.74mm et une valeur
maximum de 0.78mm) et d’E.faecium (entre une valeur minimum de 0.80 mm et une valeur

maximum de 0.86mm) (figure 08), Cette amélioration est statistiquement significative

(p<0.05) uniquement pour les deux concentrations suivantes d’E. faeciumal10%et 10’

La littérature confirme que la démarche d’ajout d’une souche probiotique a un élevage
aquacole d’Artémie reste toujours bénéfique pour le bon développement de 1’animal :
exemple des souches probiotiques Bacillus sp.et cytophagar sp.(Antonio Marques et al.,
2005), ou la souche Pseudomonas sp. qui a amélioré la taille des nauplii d’une valeur de
0.74mm & une taille de 3.52 mm, aprés 9 jours d’élevage. (Gorospe et al., 1996). Cette
amélioration est due a une intervention directe de la souche probiotique, ou a I’action de
molécules bioactives sécrétées par ces dernieres. Lamari et al., (2013) rapportent que 1’acide
lactique isolé a partir de la souche bactérienne probiotique Brachionusplicatilisest a I’origine de

I’amélioration de différents paramétres d’élevage dont la taille, dans la culture d’ Artémie.

Cependant, la concentration bactérienne de la souche probiotique Psychrobacter cibarius
n’influe pas sur le développement des nauplii en termes de taille. Ces résultats rejoignent ceux
de Bhaheerathan et al,.(2020) qui ont rapporté que I’utilisation de la souche E.durans a des
concentrations différentes (10, 102, 10°, 107) provoque des diminutions de taille d’une

valeur 3.08mm a une valeur de 1.9mm.
I11-1-1-4-B La production totale de biomasse (TBP)

L’estimation de I’effet des souches probiotique sur ’artémie a €été appréciée par le parametre

biomasse totale qui combine la survie et la taille (Figure 9).

Les résultats représentés dans la figure8 montrent que ce parameétre est affecté de la méme
facon que le paramétre taille a savoir : une amélioration significative avec E. faecium a la
charge 107 et® et des variations non significatives pour les deux autres souches E. durans et
Psychrobacter cibarius (P>0.05), ces résultats corroborent ceux de Mahdi et al., (2010) ,qui
ont trouvé une amélioration non significative du TBP lors de I’application de P. stutzeri. De
méme pour Marques et al., (2005), qui ont utilisé les souches bactériennes probiotiques

suivantes : Cytophaga sp, Roseobactersp,Ruegeriaatlantica et Paracoccus sp.




La majorité des travaux effectués sur I’artémie prouvent que 1’administration des souches
probiotique avec une certaine charge, peut étre bénéfiques pour la majorité des parameétres
étudiés, et cela est due probablement & des méecanismes de synthése de certain vitamines et
des molécules qui sont nécessaires pour le développement d’artémie (comme les enzymes, les

protéines, les vitamines B et K, et les acides (Lamari et al., 2013)

la biomase
(mm/F)

80.00

les souches

Figure09 : Effet des souches a potentiel probiotique a différentes charges sur la production de biomasse
totale des nauplii d’artémie (EF : Enterococcus faecium ; ED : Enterococcus durans ; Ps : Psychrobacter

cibarius ; 8 ;7 et 6 : les concentrations)

I11-1-2 Effet des souches Pathogenes a différentes concentrations sur la

culture d’artémie en milieu stérile

I11-1-2-1 Le suivi de la charge bactérienne des souches pathogenes

D’apres les résultats obtenus (tableau 4), les bactéries pathogenes persistent et augmentent
tout au long de I’expérimentation. Ce qui nous permet d’associer les effets sur I’artémie a la
présence de ces souches pathogénes. Cependant, Chean M. Y. B et al.,(2021), rapportent la
persistance du pathogéne V. alginolyticus mais avec une charge faible par rapport a la charge
initiale (10% au lieu de 108UFC/ml).




Tableau4: évolution de la charge des souches pathogénes au cours de I’expérimentation

La charge initiale La charge finale (UFC/mI)

UFC/mI)
Témoin : 0 VAN VAL

106 1,63.10’ 5,26.10%

107 7,60.10% 1,73.10%

108 1,70.10% 4,71.10%

111-1-2-2 Effet sur le taux de survie

Afin de déterminer I’effet des souches pathogénes sur la culture d’artémie, plusieurs
concentrations ont été testées. Les résultats présentés dans la figure (10) montrent que la
présence des souches pathogeénes diminue la survie des nauplii. Cette diminution s’accentue
avec la charge bactérienne. En effet, le taux de survie diminue a 65.2% pour V. Alginolyticus
et a 48.6% pour V. Anguillarum par rapport aux témoins (78.6%). Cette diminution est

considérée non significative (p>0.05).Ces résultats corroborent ceux de Chean M. Y. B et al.,

(2021) qui ont trouvé que la souche pathogéne V.alginoliticus(a 10 UFC/mI) ,affaibli le taux

de survie des nauplii jusqu’a 45%.

Il est connu que les souches de Vibrio particulierement V. alginolyticus peuvent causer des
mortalités dans les €élevages de poisson et dans la population des crustacés dont I’artémies
(Vilamil et al., 2003 ; Marques et al., 2005 ; Mahdhi et al., 2010 ; mahdi et al., 2011 ;
lamari et al., 2013 ; Neu et al., 2014). Plusieurs études ont montré que 1’effet négatif de ces
souches peut étre di a I’attachement des souches pathogeénes sur la surface des Nauplii

d’artémie (Gunther et Catena, 1980 ; Mahdhi et al., 2010 ; lamari et al., 2013).
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Figurel0: effet des souches pathogénes a différentes charges sur le taux de survie des nauplius d’Artémie

(VAN : V. anguillarum et VAL : V. alginolyticus ; 8 ; 7 ; 6et 5 : les concentrations de souches)

Les résultats de la CL50 (tableau5) ont montré que les bactéries pathogénes présentent un

effet toxique a 107 UFC/ml pour V. anguillarum et10%pour V. alginolyticus

Tableau5 : Les CL50 des souches pathogénes sur les nauplii d’artémie

Les souches LC50
VAN 10710
VAL 10940

111-1-2-3 Effet sur la croissance
111-1-2-3-A- La taille

Les resultats présentés dans la figure 11 montrent une diminution de la taille des nauplii

d’Artemia sp.avec ’augmentation de la concentration des Vibrio de 10° & 10% et qui varie

d’une taille de 0.74 mm a 0.58mm et d’une taille de 0.55 a 0.49 mm pour les souches Vibrio

anguillarum et Vibrio alginolyticus respectivement.




Nos résultats sont contradictoire avec ceux deMahdhi et al.,2010 et lamari et al., 2013qui
ont rapporté que I’application de la souche pathogéne V.alginoliticus dans la culture
d’artémie, améliore la longueur des nauplii de 0.4mm jusqu’au 0.7mm et de 0.4mm a 0.6mm
respectivement par rapport au témoin.

L’inoculation de la souche probiotique Pseudomonas sp. a un élevage d’Artémie améliore la
taille des Nauplii d’une valeur de 0.74mm a une taille de 3.52 mm, apres 9 jours d’élevage.
(Gorospe et al., 1996).
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Figurell : Effet des souches pathogénes a différentes charges sur la taille des nauplius d’Artémie (VAN :

V. anguillarum et VAL : V. alginolyticus ; 8 ; 7et 6 :les concentrations des souches)

111-1-2-3-B La production totale de biomasse :

Les résultats de la production totale de biomasse (figure12) montrent une valeur de 65.0mm/F
dans le témoin. Cette valeur diminue en présence des différentes charges du pathogéne, pour

atteindre 28.2mm/F pour le V. anguillarum et 32.1mm/F pour V. alginolyticusa la charge de

108UFC/ml. Cependant, cette différences est non significatives (P>0.05).
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Figurel2: Effet des souches pathogénes a différentes charges sur la biomasse des nauplius d’Artémie

(VAN : V. anguillarum et VAL : V. alginolyticus ; 8 ; 7et 6: les concentrations de souches)

I11-1-3 Application des souches probiotiques pour le contrbéle de souches

pathogeénes

Une concentration de 108UFC/ml de souche probiotique a été administrée & des nauplii
d’Artémie en présence de souches pathogénes a une charge de 10® UFC/ml : V. alginoliticus et
V. anguillarum. Aprés cette confrontation, le taux de survie, la taille et la production totale de

biomasse des Artémie sont été évalués (figurel3, 14 et 15).
111-1-3-1 Effet sur le taux de survie

Les taux de survie des nauplii d’artémies enregistrés en présence des différentes combinaisons

des souches pathogénes et des souches probiotiques sont représentés dans la figurel3

Les résultats montrent une diminution du taux de survie des artémie en présence de la souche
pathogene V. alginolyticus a 72.1% au lieu de 78.6% dans le témoin. L’utilisation des souches
probiotiques permet d’améliorer les taux de survie en appliquant E.durans(82.9%) et
Psychrobacter cibarius(77.9%). Alors qu’une baisse de ce taux de survie a été observée en
présence d’E.faecium (63.3%). Cependant, ces variations sont statistiguement non

significatives (p>0.05).
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Figurel3: Les taux de survie des nauplii d’Artémie aprés Papplication des différentes
combinaisons(souches pathogénes/probiotiques) : (VALSG :V.Alginoliticus ; VANG6 : V.Anguillarum ;;
FE+VAL :E.Faecium +V.Alginoliticus ;ED+VAL : E. durans+ V.Alginoliticus ; Ps: Psychrobacter cibarius
+V.Alginoliticus ; EF+VAN :E.Faecium+V. anguillarum; ED+VAL:E. durans+V. anguillarum;

Ps+VAN : Psychrobacter cibarius+ V. anguillarum

Concernant, I’application de la souche pathogene V. anguillarum, le taux de survie des nauplii

a été de 71%. Ce taux est amélioré en présence des trois souches probiotiques : E. faecium
(78.6%), E.durans(80%) P. cibarius (80.7%). Ces améliorations sont statistiquement

significatives (p<0.05)

111-1-3-2 Effet sur la croissance :
111-1-3-2-A La taille :

Les résultats de la taille des nauplii dans une culture contenant des souches pathogenes et les
souches probiotiques sont presentés dans la figure14
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Figurel4: Suivi de la taille des nauplii d’Artémie aprés P’application de souches pathogénes avec
lessouches probiotiques (VALSG :V.Alginoliticus ; VANn6 : V.Angularum ;6 : la concentration de souches ;
FE+VAL :E.FaeciumavecV.Alginoliticus ; ED+VAL : E. durans avec V.Alginoliticus ; Ps: Psychrobacter
cibarius avec V.Alginoliticus ; EF+VAN :E.Faecium avec V. anguillarum; ED+VAL :E. durans avecV.

anguillarum ; Ps+VAN : Psychrobacter cibarius avecV. anguillarum

Controéle de V. Alginolyticus

Nous avons remarqué que I’administration de la  souche  pathogéne

V.Alginoliticus(10°UFC/mI) a un effet négatif sur la taille des nauplii d’ Artemia vue qu’ellea

diminué d’une taille de 0.82mm (témoin) a une taille de 0.54mm ; par contre 1’ajout de la
souche probiotiqueE.faeciumaméliore la taille d’une valeur de 0.54mm a 0.72mm.

On peut voir aussi que 1’ajout de la deuxiéme souche probiotique E.duransavec le méme
pathogene afait augmenter la taille de 0.54mm a 0.64mm. Cette augmentation a également été
observéelors de 1’application de la troisiéme souche Psychrobacter cibarius, ce qui améliore
la taille de 0.54mm a0.73mm. Cependant, cette variation est statistiquement non significative
(P>0.05).

Contréle de V. anguillarum

Les nauplii présents dans une culture contenant V. anguillarumont présenté une diminution de
taille de 0.82 a 0.74mm. Par ailleurs, 1’application des souches probiotiques en vue de
controler I’effet de la souche pathogene n’a pas montré un effet positif sur le paramétre taille :
- E. faecium : diminution de la taille des nauplii de 0.74mm a 0.69mm.

- E.durans : la taille passe de 0.74mm a 0.72mm

- Psychrobacter cibarius : la taille varie de 0.74mm a 0.73mm.




Mahdhi et al., (2010) ont rapporté une amélioration significative de la taille de I’artémie lors

de I’ajout de Pseudomonassp.a la culture d’artémie traitée par V. alginolyticus.
111-1-3-2-B la biomasse:

Les résultats du parameétre production totale de biomasse suivi le long des différentes

expérimentations sont présentés dans la figurel15 ci-dessous :
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Figurel5: Suivi de la biomasse des nauplii d’Artémies apres ’application des combinaisons souches
pathogénes/souches probiotiques (VALS :V.Alginoliticus ; VANG : V.Angularum ; 6: la concentration de
souches ; FE+VAL :E.Faecium +V.Alginoliticus ; ED+VAL :E. durans + V.Alginoliticus ;Ps : Psychrobacter
cibarius+V.Alginoliticus ; EF+VAN :E. faecium+V. anguillarum ;ED+VAL :E. durans+ V.

anguillarum ;Ps+VAN : P. cibarius + V. anguillarum)

D’apres les résultats, nous avons remarqué que la valeur de la biomasse obtenue en présence

de la souche pathogene V. alginolyticus (39.3mm/F) est inférieure a celle du témoin. Cette

biomasse s’améliore jusqu’a 45.7, 57.4, 53.4 mm/F en présence deE. faecium, Psychrobacter

cibarius etE.durans, respectivement. Cependant, cette amélioration est considéree

statistiquement non significative (P>0.05)

Concernant V. anguillarum, nous avons note une baisse de la biomasse en comparaison avec
le ttmoin (52.5mm/F). L’ajout des souches probiotiques a montré une amélioration de ce

paramétre avec des valeurs différentes mentionnées ci-dessous:

- E. faecium :améliore la biomasse jusqu’au 54.1mm/F




- E. durans : améliore la biomasse jusqu’au 58.2 mm/F.

- Psychrobacter cibarius : améliore la biomasse jusqu’au 58.9 mm/F.

Seule, Psychrobacter cibarius améliore le paramétre production totale de biomasse de

maniére statistiquement significative (P<0.05).

Mahdbhi et al.,(2010), ont rapporté un faible TBP (biomasse totale) lors de I’application de la
souche probiotique Pseudomonas. Ce paramétre s’améliore d’unemaniére non significative

lors d’un traitement additionnel a la levure.




IV Discussion générale

La performance des probiotiques dans des conditions in vitro peut ne pas coincider avec les
conditions in vivo (Kesarcodi-Watson et al., 2008 ; Chean M. Y.B et al., 2021) ; c'est
pourquoi dans notre travail nous avons appliqué des souches a potentiel probiotique in vitro
sur une cultureArtemiadans un test préliminaire de provocation in vivo contre des souches
pathogenes : V. alginolyticusetV. anguillarum. Les résultats ont révélé une amélioration
significative du taux de survie des artémies lors de la confrontation de V. anguillarum et les
trois souches probiotiques utilisées : E. faecium, E. durans ou P. cibarius. Ces résultats
corroborent les données de la littérature qui rapportent un effet bénéfique sur le taux de
survie des artémies lors de ’application de souches probiotiques exemples : L. brevis etL.
casei (Vilamil et al., 2003),probiotique mixte :Lysinibacillus fusiformis et Bacillus
megaterium(CheanM. Y. B et al., 2021), E. durans associé a I’artémie afin d’alimenter les
crustacés (Bhaheerathan et al., 2020). Par ailleurs, une diminution du taux de survie de
I’artémie en présence d’E. faecium a été observée. Un méme résultat a été rapporté par
Touraki et al., (2012) lors de I'utilisation des souches :Bacillus subtilis et Lactobacillus

plantarumdans une culture d’artémies.

Ces résultats suggerent que les souches probiotiques peuvent avoir la capacité de produire ou
de sécréter des composés antibactériens ou des substances inhibitrices qui sont antagonistes
envers V. alginolyticus et V. anguillarum (Swain et al., 2009 ; Chean M. Y et al., 2021). Les
substances extracellulaires telles que les bactériocines, le peroxyde d'hydrogene, les
sidérophores, les lysozymes et les protéases libérées par les probiotiques peuvent avoir des
conséquences antagonistes sur une autre microflore. De plus, la production d'acides, comme
I'acide lactique, peut diminuer le pH intestinal des especes aquatiques, la prolifération des
pathogenes (Pintado et al., 2014 ; chaurasia et al.,2015 ; Zorriehzahra et al., 2016 ; chean
M. Y etal., 2021).

L’amélioration du taux de survie d'Artemia supplémentée avec des probiotiques, laisse
supposer que nous pourrons utiliser I’artémie comme un vecteur de transmission bio
encapsulé, afin de les donner a I'ndéte pour améliorer la croissance, les parametres

d'alimentation et la réponse immunitaire tel que proposé par Jafaryan et al., (2010).




Le mécanisme d’action des bactéries probiotiques sur les bactéries pathogeénes dans les
cultures d’Artémies reste toujours peu connu, I’inhibition de ces derni¢res est due a I’effet
d’antagonisme ou bien a la compétition de ressources avec les bactéries probiotiques

(nutriments, espace, sites d'adhésion, etc.) Pintado et al., 2014.

Verschuere et al., 1999 ont isolé et testé différentes bactéries a partir/sur des cultures

d'Artemia performantes, ces derniéres ont montré une bonne amélioration de parameétres (la

survie et la croissance d'Artemia). Verschuere et al., 2000 ont confirmé aussi leurs pouvoir

de contréle des bactéries pathogenes (cas de V. proteolyricus) dans une culture d’Artémie.




CONCLUSION



Conclusion

L’objectif de cette étude a été d’évalué la performance des souches a potentiel probiotique
dans la culture d’artémie afin d’améliorer certains aspects d’élevage des nauplii d’artémie : le
taux de survie et la croissance des nauplii ainsi que le contrdle de souches pathogenes : V.

aliginolyticus et V. anguillarum.

J L’application des souches probiotiques seules sur une culture d’artémie a montré des
ameliorations non significatives sur le taux de survie pour E. Faecium et P. cibarius a des
charges de 107 et 108UFC/ml, et une amélioration significative pour E. durans a une charge de

108UFC/ml. Concernant les paramétres de croissance taille et biomasse totale, seule E.

faecium & 108 UFC/ml a présenté une amélioration significative.

o L’application des souches probiotiques pour le contrle des souches pathogénes
V.alginolyticus et V. anguillarum a révélé un effet significativement positif sur le taux de
survie des artémies en présence de V. anguillarum pour les trois souches appliquées et une
amelioration non significative pour E.durans et P.cibarius en présence de V.alginolyticus.
Concernant le parametre taille et biomasse totale en présence de V. alginolyticus, nous avons
observé une amélioration mais non significative. Par ailleurs, la variation de ces parametres en
présence de V. anguillarum a révélé une amélioration de la biomasse totale pour les trois

souches appliquées. Cette amélioration est statistiquement significative que pour P. cibarius.

Notre présente étude & confirmer que les souches bactériennes utilisées Enterococcus faecium,
Enterococcus durans et Psychrobacter cibarius possédent réellement une activité probiotique.
Elles améliorent, in vivo, le taux de survie des nauplii et contrdle les souches pathogénes
particulierement, Vibrio anguillarum.Ces souches peuventétre utilisées pour 1’amélioration

des conditions d’¢élevage d’Artémie et leur protection des pathogénes.

En perspective, d’autres travaux méritent d’étre entrepris afin de mieux comprendre le
mécanisme d’inhibition des pathogénes et de confirmer I’effet probiotique des souches
testées. Il serait également intéressant d’étudier I’effet des différentes combinaisons des

souches probiotiques en vue d’utiliser un mixes probiotiques.
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