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INTRODUCTION

Introduction :

Le probléeme majeur qui affecte la production en aquaculture comme les poissons,les
crustacés, les mollusques ...., est de trouver des solutions préventives des maladies
infectieuses due a la présence des souches pathogeénes tel que Vibrio.sp, Pseudomonas.spet
Pasteurella, et ainsi de trouver de nourriture convenable aux larves des organismes
aquatiques(MAHDHI et al., 2011.) .

Plusieurs fermes aquacoles utilisent une grande diversité alimentaire vivante comme les

daphnies et les artémies. Le choix entre les nutriments correspond a la qualité nutritionnelle.

L’artémie est une source nutritionnelle trés important de 51%a 55% de protéine, 14%a
15%de glucides, 13%al19%, de graisse, 3%a 15% et des acides hautement saturés 3%a
15%(TREECE, 2000). Néanmoins, la culture de celle-ci avait des sérieuses problématiques
concernant la pathogénicité due a la présence de plusieurs bactéries virulentes telles que
Vibrio, Pseudomonas, Pasteurella ... Cette infection est transmissible aux organismes
alimenté par 1I’Artemia et cause des problémes dans les élevages de poissons(MAHDHI et al.,
2011), ce qui a contraint les aquaculteurs a utiliser les antibiotiques a titre préventif ou curatif.
Cependant, ces pratiques ont favorisé I’apparition et la dissémination de la résistance des
bactéries aux antibiotiques ce qui a engendré des échecs thérapeutiques et des pertes
économiques(GAO et al., 2017).

Afin de palier ce probléme, il est recommandé d’utiliser des alternatives aux antibiotiques a
I’instar des probiotiques qui sont des microorganismes ayant un effet positif sur 1’hdte en
optimisant sa croissance, son taux de survie, en stimulant sa réponse immunitaire et améliorer
la qualité d’eau d’¢levage(VERMA ET GUPTA, 2015).

Notre but a travers ce travail est de tester in vivo des souches a potentiel probiotique dans une
culture d’Artemia, afin de déterminer leur effet sur plusieurs criteres a savoir: le taux
d’éclosion, la qualité microbiologique du milieu d’¢élevage, leur effet sur la croissance et le

taux de survie des nauplii d’Artémia.

Le contenu de travail s’articule en une partie de généralités sur I’artémie et les probiotiques,

une partie matériel et méthode et enfin une partie de résultats et discussion.

:
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I. Généralité sur PArtémia :

I-1 Définition de ’Artémia :

Artémia est un genre de crustacés anostracés de distribution cosmopolite, utilisés comme
nourriture vivante dans 1’aquariophilie et dans la culture larvaire de poissons et de crustacés.
Il est formé de sept especes de reproduction bisexuées, distribuées dans des milieux
hypersalins de différents continents et d’un grand groupe de souches parthénogénétiques.
(AMAT, 1980)

-2 Classification :

Régne :Animalia.
Embranchement :Arthropoda.
Sous embranchement :Crustacea.

Classe :Branchiopoda.

Sous classe :Sarsostraca.

Figure I-1 :Artémia sp(ZUBAIRI et al., 2016)

Ordre :Anostraca.

Famille: Artemiidae.

Genre :Artemia.(LINNAEUS, 1758)

I-3 Morphologie :

L’Artémia est un petit crustacé aquatique de forme allongée et dépourvu de carapace; il
effectue 15 mues (PROVASOLI ET D'AGOSTINO, 1969). 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.

I-4 Cycle de vie :
Dans les 15 a 20 heures aprés avoir été placé dans 1’eau de mer a 28°C, la coquille se brise et
le pré-nauplius apparait. Pendant les premicres heures, I’embryon est suspendu sous la

coquille de cyste dans ce qu’on appelle le stade de parapluie. Le pré-nauplius est ensuite



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
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libéré sous forme de nauplius nageant librement appelé un nauplius Instar 1. Environ 12
heures apres 1’éclosion, il mue dans le second stade larvaire Instar 11 (TREECE, 2000), puis
se développe enjuvénile puis pré-adulte (1 & 3 semaines) et adulte (1 a 2 semaines) (LAVENS
et SORGELOOS, 1996).

Les femelles développent un type de reproduction ovovivipare. Une fois fécondés par le male,
si elles sont bisexuelles, ou aprés la segmentation des ceufs non fécondés, si elles sont
parthénogénétiques, les femelles permettent le développement embryonnaire de ces ceufs a

I’intérieur de I’ovisac(AMAT, 1980).

Figure 1-2: Cycle de vie d’Artémia (SOLO et al,2015).

I-5 Ecologie :
Artémie vit dans des eaux trés salées, de lacs et de lagunes, cétiéres ou continentales, et de

marais salants exploités par I’lhomme pour la production de sel (AMAT, 1980).

Ils sont classés en deux groupes : milieux thalassohalins et athalassohalins suivant la composition
ionique :
¢ Les milieux thalassohalins présenteront une prédominance de chlorure de sodium.
e Les biotopes athalassohalins sont situés a l'intérieur des terres et présentent trois
compositions ioniques (sulfates, potassium, carbonates) (PERSOONE et
SORGELOOS, 1980 ; Spitchak, 1980).
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L’artémie est capable de développer de larges tolérances. Pour certains facteurs comme la
température, la salinité, la concentration d’oxygéne ou la disponibilité de 1’aliment, les
intervalles de tolérance sont tres larges méme au sein de la population (BOWEN et al.,1985)
L’Artémia est une espece eurytherme pouvant vivre dans des milieux a température comprise
entre 6°C et 37°C et survivre pendant quelques jours a une température de 40°C (VOS et
TRANSUTAPANIT, 1979), alors que son optimum de croissance, variable entre les souches,
est compris entre 25°C et 30°C (SORGELOQS, 1980).

I-6 Cystes :

Le cyste est de 200 & 300 micrométres de diamétre. La couche externe est une coquille dure,
brun foncé. Les conditions seéches de I’environnement, provoquent I'enkystement de
I'embryon qui entre en état de dormance, ce qui lui permet de supporter le séchage, les
températures supérieures a 100°C ou quasi absolu zéro, le rayonnement de haute énergie, et
une variété de solvants organiques. Le cyste déshydraté peut étre stocké durant des mois ou

années sans perte du pouvoir d’éclosion (TREECE, 2000).

Figure 1-3: Aspect typique des cystes d'Artémia traités, déshydratés et préts a étre utilisés en
aquaculture (AMAT, 1980)

I-7 Nauplii :

Au premier stade larvaire, la larve mesurant environ 400 a 500 um est caractérisée par une

couleur orange brunatre, un ceil nauplien bien visible de couleur rouge dans la partie de la

téte, et trois paires d’appendices qui comprennent (BEZZI et HOUHECH, 2015) :
1- Les antennes : fonction sensorielle.
2- Les antennules : double fonction, filtration de la nourriture et locomotion.

3- Les mandibules : servent pour attraper la nourriture.
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Figure 1-4: Larve d’Artemia ((1)oeil de nauplius ; (2)oeil complexe latéral ; (3)
antenne ; (4)labrum ; (5) bourgeonnement des thoracopods ; (6) région
digestive)(VAN STAPPEN, 1996).

-8 Adulte :

La taille des adultes d’Artemia est en général d’environ 8-12 mm, mais peut atteindre jusqu’a
20 mm (SORGELOOS et al., 1986). Il comporte trois parties : la téte(1), le thorax(2) et
I’abdomen(3) Figure 1-5. (VAN STAPPEN, 1996)

Figure I-5: Morphologie de I’adulte de I’Artemia(FOX 2006).

I-9 Alimentation :
L'Artemia est typiquement un “filter-feeder" phagotrophe obligé (PROVASOLI et

SHIRAISHI, 1959), qui a I’aide de ses antennes et thoracopodes captent les particules

alimentaires en suspension.
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Le régime alimentaire naturellement est basé sur les nourritures vivantes comme les
microalgues par exemple:(Cyanophycées, Chlorophycées), des bactéries halophiles externes et
des petits protozoaires (BEZZI et HOUHECH, 2015).

I-10 Utilisation en aquaculture :

Dans les cuves de culture larvaire, les rotiferes seront progressivement remplacés par les
nauplie d’Artémia. Cela constituera 1’aliment essentiel des larves jusqu’a ce qu’elles aient
suffisamment grandi pour commencer a s’alimenter avec des aliments composés d’une taille

suffisante pour leur capacité de capture et de déglutition (AMAT, 1980).

1. Généralité sur lesProbiotiques :
I1-1 Definition de probiotique :

Le terme probiotique se compose par deux mots grec (pro c’est pour) et (bio c’est la vie),
donc le terme en grec veut dire pour la vie ou bien favorise la vie(KESARCODI-WATSON
et al.,2008).

Dés 1950, les probiotiques sont considérés comme un supplément organique et inorganique
capable de guérir et restaurer la santé, surtout pour les sujets qui souffrent de la malnutrition.
Selon Kollath(1953), ces suppléments peuvent étre des constituants végétaux comme les
vitamines, les enzymes et les substances aromatiques (LAUZON et al., in aquaculture
nutrition, 2014).

Selon Fuller 1989 « le probiotique est un complément alimentaire microbien vivant qui a un
effet positif sur I’animal en ameliorant son équilibre intestinal »(KESARCODI-WATSON et
al., 2008).

De méme la FAO/OMS 2002 a définit le probiotique comme :« des microorganismes vivants
lorsqu’ils sont en quantités suffisantes, exercent un effet bénéfique sur la santé de
I’héte »(Hai, 2015).

Toutes les microorganismes qui ont un effet stimulateur immunitaire, et qui augmentent la
résistance contre le stress et les infections, sont considérées comme des

probiotiges(LAUZON et al., in aguaculture nutrition, 2014).
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L’application des probiotiques sur les animaux terrestres et aquatiques est un aspect
(approche) pour garantir la qualité nutritionnelle et la sécurité de la santé des animaux
d’¢levage intensive(LAUZON et al., in aquaculture nutrition, 2014).

De plus, cette application pourrait étre bénéfique et agir sur 1’hote par(KESARCODI-
WATSON et al., 2008) :

- I’inhibition d’un pathogéne par la production de composés antagonistes,

- laconcurrence pour les sites de fixation,

- la compétition pour les nutriments,

- laltération de I’activité enzymatique d’agents pathogeénes,

- lastimulation immunitaire

- et ’amélioration de la digestibilité. Cet effet est offert par les bactéries attachées au
mucus de I’intestin lesquelles présentes 1’habitat principal de la flore intestinal et les

bactéries transitoires.

Malgre que le probiotique offre plusieurs effets bénéfiques pour la santé, il reste classé parmi
les compléments alimentaires fonctionnel sous forme suppléments
prophylactiqgues(KESARCODI-WATSON et al., 2008).

11-2 Définition du probiotique en aquaculture :

Le probléme majeur en aquaculture c’est la mortalité des especes aquatiques & cause des
maladies infectieuses bactériennes dues a des agents pathogenes existant dans
I’environnement de ces especes aquatiques. Ces agents pathogeénes influencent la balance

microbienne intestinale a I’intérieure de I’hote(HAI, 2015).

Pour ces raison la définition du probiotique a été changée de maniére spécifique et sélective

appropriée avec les conditions de 1I’environnement aquatique par plusieurs auteurs comme :

- Moriarty (1998) qui a proposé la définition « additifs microbiens vivants qui favorisent la
santé des hydrobiontes et donc augmentent la productivité »(MARTINEZ CRUZ et al.,
2012).

- Aprés un an, Gastesoupe (1999) a considéré le probiotique comme une cellule microbienne
qui est administrée de maniere a entrer dans la tractus gastro-intestinal et est maintenue en vie
dans le but d’améliorer la santé »(LARA-FLORES, 2011.), qui veut dire tout
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microorganisme associée au tube digestif de lui offre une amélioration significative au niveau

sanitaire et /ou nutritionnelle,

- Verschuer 2000 qui I’a décrit de fagon plus détaillé comme « un adjuvant microbien vivant
qui a un effet bénéfique sur I’hote 1)-en modifiant les paramétres associées a I’hdte ou la
communauté microbienne ambiante 2)-en garantissant 1’amélioration d’utilisation de
nourriture ou améliorer sa valeur nutritionnelle 3)-en améliorant la réponse contre la maladie
ou par augmentation de la qualité de son environnement ambiant (VERSCHUERE et al.,
2000).

Irianto et Austin ,2002 : Le « probiotique est un élément ou un microorganisme complet
(entier) qui entraine un effet bénéfique pour la santé de 1’hote » (Kesarcodi-Watson et al.,
2008).

La définition la plus répandue est tout microorganisme vivant, mort ou cellule introduite a

I’eau d’¢levage et/ou a I’alimentation, qui offre une amélioration au niveau sanitaire et/ou

nutritionnelle de I’hote(IBRAHEM, 2015).
11-3 Les caractéristiques des probiotiques :

La sélection des probiotiques se repose sur plusieurs criteres (LAUZON et al.,, in

aquaculture nutrition, 2014) :

Le probiotique ne doit pas étre pathogéne, pas seulement vis-a-vis de 1’h6te, mais aussi vis-a-

vis des animaux aquatiques et le dernier consommateur I’humain.

e

AS

Il doit étre exempt de genes de résistance aux antibiotiques codes par un plasmide

K/
°e

Il doit étre résistant aux sels biliaires et pH bas.

7/
°0

Il doit rester viable dans des conditions de stockage normales et étre suffisamment
robuste pour survivre aux processus industriels.

% Il devrait étre indigéne a 1’hote ou a I’environnement d’élevage.

¢+ 1l devrait pouvoir adhérer et /ou bien se développer dans le mucus intestinal.

Il devrait pouvoir coloniser la surface épithéliale intestinale.

% il devrait afficher des caractéristiques de croissance avantageuses.

% Il devrait présenter des propriétés antagonistes envers un ou plusieurs agents

pathogeénes.

X/
*

% 1l devrait produire des enzymes digestives extracellulaires pertinents.

B
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11-4 Les modes d’action du probiotique :
e Production de substances inhibitrices :

Les chercheurs supposent que parmi les mécanismes d’action des probiotiques c’est la
sécretion des inhibiteurs (LAUZON et al., in aquaculture nutrition, 2014). Selon les tests
d’antagonismes ces inhibiteurs ont été défini comme des substances antivirales et
antimicrobiennes, celles-ci pourrait étre des antibiotiques, bactériocines, sidérophores,
lysozymes, protéases, peroxyde d’hydrogéne ou I’acide organique ou bien la combinaison de
plusieurs substances(IBRAHEM, 2015).

¢ L’interférence du quorum sensing :

L’interférence par la détection de quorum va éliminer la virulence des agents pathogenes et
cette méthode pourrait étre appliquée pour augmenter la sensibilité des bactéries (LAUZON

et al., in aguaculture nutrition, 2014).
e La compétition sur les sites d’adhésions et la colonisation :

La compétition sur les sites d’adhésions se fait dans le tube digestif, les chercheurs ont trouvé
que la présence d’un probiotique pourrait étre préventive a 1’association d’autre bactéries
pathogénes. L’adhésion se fait par trois étapes : ’attraction, 1’association et la fixation sur les
cellules du tissu animal. Les chercheurs pensent que les facteurs influencant la colonisation
sont des facteurs liés a 1’hote tels que la température de ’individu, le niveau du potentiel

redox, la résistance génétique et les facteurs liés aux microbes(IBRAHEM, 2015).
e Compétition sur les nutriments et les sources d’énergie :

Les Probiotiques sont capables de concurrencer sur les nutriments, I’énergie et aussi

I’oxygéne. Cela permet au probiotique de réduire les autres bactéries pathogénes(HAI, 2015).

L’¢étude de I’effet nutritionnel des probiotiques a été peu abordé par les scientifiques. Parmi
les modes d’action de ces derniers on a la production d’acides aminés, de vitamines ainsi que
la stimulation d’une bonne activité enzymatique (LAUZON et al., in aquaculture nutrition,
2014).

.
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e Compétition sur le fer :

Les sidérophores sont des chélateurs de fer ayant la capacit¢ d’absorber le fer de
I’environnement, certaines bactéries ont besoin du fer pour leur puissance et leur croissance,
donc la production de sidérophores assure le succes de la compétition du fer (IBRAHEM,
2015).

e Stimulation de la réponse immunitaire :

D’apres les scientifiques les probiotiques peuvent stimuler les réactions immunologiques tel
que les phagocytes mononuclées, les leucocytes et les cellules NK ; augmenter le taux de
lyzozyme et moduler la production de cytokines pro-inflammatoires telles que 1’interleukine-
1(IL-1),IL-6, IL-12 , facteur de nécrose tumorale a (TNF-a), et I’interféron gamma (IFN-c) et
cytokines anti-inflammatoires comme 1’IL-10 et le facteur de croissance transformant b (TGF-
b) chez beaucoup d’animaux aquatiques(IBRAHEM, 2015).

I1-5 L’importance du probiotique dans I’aquaculture :
L’application des probiotiques dans le domaine de 1’aquaculture :
o Ameélioration de la qualité de I’eau

Les concentrations ¢élevées des composés azotés dans [’élevage causent des problémes
majeurs sur les systemes d’élevages tels que la mortalité massive. Des études ont montré que
les grams positifs tels que Lactobacillus et Bacillus, ont la capacité d’éliminer ces substances
nocives mieux que les grams négatifs(TAIYE MICHAEL et al., 2014).

o Promoteurs de croissance :

Plusieurs études et recherches ont montré que les probiotiques ont la capacité d’améliorer la

croissance des animaux d’élevages aquatiques(TAIYE MICHAEL et al., 2014).
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o Prévention des maladies :

Le probiotique secréte des substances inhibiteurs contre d’autres bactéries pathogenes de

I’hote, et peut stimuler le systétme immunitaire afin d’augmenter la résistance a la maladie

infectieuse et virale(TAIYE MICHAEL et al., 2014).
o Optimisation de la digestion :

Les chercheures ont indiqué que les probiotiques facilitent la digestibilité due a la présence
des acides gras, vitamines, ainsi I’activité des protéines et la cellulose(TAIYE MICHAEL et
al., 2014).

o Amélioration de la réponse immunitaire :

L’application de probiotique offre a 1’hote un effet bénéfique sur la modulation du systéme
immunitaire par I’optimisation de la réponse immunitaire cellulaire et humorale(VERMA et

GUPTA, 2015).
11-6 L application des probiotiques chez les poissons :

L’augmentation du taux de mortalit¢ dans I’élevage des poissons est due aux maladies
infectieuses causées par la présence des Vibrio, Aeromonas....Ce qui a incité les
aquaculteurs d’appliquer les probiotiques afin d’optimiser les rendements de la production,
favoriser une protection contre les agents pathogenes pour le produit et le consommateur et

ameliorer la qualité des poissons élevés.

Différente sélections faites des probiotiques ont été appliquées chez différentes espéeces de
poissons. La majorité des probiotiques appliquées ont présenté un effet bénéfique chez 1’hote

(voir tableau I-1).

Tableau I-1: exemple de souches probiotiques appliquées dans le domaine de 1’aquaculture.

Souche probiotique Poisson L’effet observé Référence

Lactobacillus plantarum | Morue Diminuer le taux des | (JAHANGIRI et

atlantique | bactéries opportunistes ESTEBAN, 2018).

Vibriopelaguis Turbot influence la flore bactérienne (JAHANGIRI et

Augmenter le taux de survie | ESTEBAN, 2018).
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Enterococcusfaecuim

Lactobacillus rhamonas

Lactobacillus.sp (isolé a

partir poisson-chat)

Lactobacillus sp

Lactobacillus rhamnosus

Bacillus megateruim

Vibrio lentus

Enterococcus faecalis

Tilapia

Truite

Carpe

Poisson-

zébre

Poisson-

zébre

Poisson-
chat

Dicentrarch

uslabrax

Oncorhynch

usmykiss

L’optimisation du poids final

par rapport au control.

baisser le taux de mortalité.

Amélioration dans la

croissance et [D’efficacité

alimentaire.

Favorise la protection contre

les agents pathogeénes.

L’optimisation de la
reproduction par
augmentation  significative
des gonadosmatique et le
des ovules

nombre total

ovulés.

Augmenter I’activité
enzymatique digestive et la

croissance.

Favorise la protection contre

la pathogénicité.

La stimulation du systeme
immunitaire et favoriser la
les

protection contre

(JAHANGIRI et
ESTEBAN, 2018).

(MANOPPO et
al., 2019).

(HE et al., 2017).

(FRANCESCO
LOMBARDO,
2011).

(AFRILASARI et
al., 2016).

(SAYES et al,
2018)
(SAYES et al,
2018)
(SAYES et al,
2018)
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infections.

Pseudoalteromonas.sp Seriola  la | Augmenter le taux de survie. | (Leyton et al.,

landi 2017).
Bacillus subtilis Anguilla Ameélioration  du  poids (Lee et al., 2017).
japonica +efficience alimentaire.

I1-7 L’application des probiotiques chez les crustacés (CASTEX et al.,, in

aquaculture nutrition, 2014).

L’¢levage des crustacées a plusieurs probléme qui influencent le rendement de production
chaque année, donc il fallait des innovations pour éviter ces problémes comme les maladies

infectieuses et parmi ces innovations 1’application des probiotiques chez les crustacés.

Les microorganismes utilisée comme des probiotiques se sont deux groupes différents : les
firmicutes qui regroupe les gram-positif ex : Bacillus , Lactobacillus , Lactococcus.... ,et les

gammaprotobacteria qui regroupe les gram-négatif ex : Vibrio sp, Pseudomonas sp.

La sélection des espéces de Bacillus testées comme probiotiques dans la culture des crevettes
ayant des activities antimicrobiennes contre la pathogénicité du Vibrio sp, cette sélection est
basée sur les tests d’antagonisme (in vitro).Cette espece saprophytique a gram-positif a la
capacité de former des spores ce qui lui permet d’étre dans différents milieux (1’eau, I’air, les
sédiments, sol et la poussiere).Cette souche se trouve également, dans I’intestin des crustacés

grace a leur existence dans la nourriture.

La caractérisation de ce genre par la technique moléculaire a supposé que ce genre est soit un

composant secondaire dans le tube digestif soit c’est un passager (population transitoire).

Moriarty(1998) a considéré 1’utilisation de Bacillus & la place des antibiotiques est une
démarche pour améliorer la production des crevettes grace a leurs nature de produire
différents antibiotiques, de sécréter plusieurs enzymes, de concurrencer la nourriture et les
sites d’adhésion pour inhiber plusieurs bactéries ainsi la présence des spores peut permettre le

passage de la barriere gastrique, offre une meilleur stabilité durant la digestion et augmente la
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durée de conservation et de stockage. Un effet de Bacillus subtilis contre Vibrio harveyi dans
I’élevage de la crevette a été rapporté. Les résultats des travaux ont indiqué que cette souche

probiotique a aussi I’avantage d’améliorer significativement le taux de survie et la croissance.

Une étude comparative a été faite entre les fermes aquacoles des crevettes en philippine, ils
ont conclu que 1’addition de différents Bacillus spp dans 1’eau d’élevage de concentration de
10* & 10° UFC/g a élargi la durée de vie de la crevette de 80 & 160 jrs sans infection par la

maladie luminescente du Vibrio.

11-8 Probiotiques chez I’artémie :

VERSCHUERE(2000) a sélectionné plusieurs souches a potentiel probiotique dans 1’¢levage
d’Artémia sp. lls ont montré un bon résultat/ un effet positif tel que la croissance, la survie et

la protection contre la pathogénicité.

MAHDHI (2010) a montré un effet bénéfique et positif de 1’application du Candida utilis
chez I’artémie, cette souche a présenté une source d’alimentation dans 1’élevage d’artémia et

offre une protection contre les agents pathogenes.

Il a également, montré le pouvoir probiotique de la souche Bacillus dans un élevage
d’artémie qui améliore le taux de survie des artémies a la présence de Vibrio(MAHDHI et al.,
2011).
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I1- Matériels et Méthodes :

Le but de notre présent travail est d’appliquer, dans un élevage d’Artemia sp. 12 souches a
potentiel probiotique isolées de I’environnement et testées in vitro par nos encadreurs a

I’ENSSMAL. Trois types d’applications ont été testés.

Tableau I1-1 : Les noms des souches probiotiques.

Souches probiotiques Signe
Enterococcus durans 8’
Enterococcus durans S10
Psychrobacter cibarius S’2
Enterococcus faecium S1
Enterococcus faecium S2
Enterococcus faecium S6
Enterococcus faecium S7
Enterococcus faecium S’10
Enterococcus faecium S18
Enterococcus faecium S19
Enterococcus faecium S33
Enterococcus faecium 3

I1-1- L’application des souches probiotiques pour P’amélioration de
PEfficacité d’éclosion des cystes d’Artemia et de la qualité microbiologique

du milieu.

I1- 1-1- Préparation de la suspension probiotique

A partir d’une culture jeune de 18 h de chaque souche probiotique, inoculée dans un volume
de 50ml de MRS bouillon et incubé a 37°C, récupérer les cellules bactériennes par une
centrifugation a 2000 tr/min pendant 10 min. Le culot subira deux lavages par I’ecau d’élevage

filtrée et stérile préparée au préalable. Une suspension bactérienne ajustée a une densité
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optique de 0.8 (10° UFC/ml) & une longueur d’onde de 540 nm, sera préparée dans I’cau
d’¢élevage stérile destiné a 1’éclosion des cystes artémies (JATOBA et al., 2008).

—_—— TR
¥

‘! 5 .
-~
»
n :

Figure 11-1 : Artémia commerciale
11-1-2- Préparation de la culture d’Artémie

100 cystes hydratés au préalable ont été récupérés et comptés a 1’aide d’une seringue
stérile et sous une loupe binoculaire (PERSON LE RUYET, 1975), puis additionnés a
10 ml de I’eau d’¢levage inoculée par les souches probiotique préparée comme décrit
précédemment. Les tubes sont incubés pendant 24h dans des conditions microbiologiques
stérile et un environnement contrélé (T°=28°C, S=37g/L, pH=8, lumiére=1000 a 2000
Lux et oxygénation par agitation des tubes) (AMAROUYACHE et al., 2010 ). Chaque
expérience a €t¢é menée en triplicata, avec la présence d’un témoin négatif (I’eau
d’¢levage filtré et stérile sans souche probiotique). Aprés 24h d’incubation, on a
déterminé 1’efficacité d’éclosion des cystes ainsi que la qualité microbiologique des eaux

d’¢levage (figure 111-1).

11-1-3- détermination de Pefficacité d’éclosion :

Apres une bonne homogénéisation de la colonne d’eau du tube, on préleéve, a 1’aide d’une

micropipette, un volume de 0.25ml de chaque tube qui sera utilisé pour le comptage des
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nauplii sous microscope optique (Gx4)(BRUGGMAN et al., 1980) Le calcul de I’efficacité

d’éclosion (EE) a été réalisé selon la formule suivante :

EE= (NxV)/ (vxC)
Ou:
N : nombre de nauplius observe
V : volume d’incubation
Vv : volume de 1’échantillon prélevé pour le comptage = 0.25ml

C : quantité des cystes incubés (g)

11-1-4- Détermination de la qualité microbiologique de I’eau d’élevage apreés éclosion
Apres éclosion des cystes, placer 1ml de chaque solution mere (milieu d’élevage additionnée
ou non par une souche probiotique) dans des tubes de 9ml d’eau physiologique stérile pour
I’obtention d’une dilution de 107, puis répéter I’opération jusqu’a atteindre la dilution 10°®,
Un volume de 0.1ml de chaque solution mere et dilution sera ensemencé sur une boite de
gélose de Mac conckey et incubé a 37°C pendant 48h, dans le but de dénombrer les bactéries
a Gram négatif et sur les boites de gélose de TCBS incubée a 22°C pendant 48h a 72h pour le
dénombrement des Vibrio et germes apparentés (VILLAMIL et al, 2003).

Apres le dénombrement sur les deux milieux de culture, les colonies dominantes ont été
sélectionnées visuellement a la base de leur apparence et leur abondance. Elles ont été
purifiées et conservées. Quelques une d’entres elles ont été identifiées par coloration de Gram

et quelques tests biochimiques (oxydase, catalase, et galerie API 20E).

Figure 11-2 : L’ensemencement de I’eau d’élevage d’Artémia.spapres 1’éclosion sur

Mac conkey et TCBS
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11-1-5- Tests d’identification
I1-1-5-1- Coloration de Gram

La coloration de Gram est une coloration différentielle du cytoplasme basée sur les
caractéristiques de la paroi bactérienne. Elle permet de différencier les bactéries Gram positif

des bactéries a Gram négatif.
Mode opératoire :

e  Réaliser un frottis et le fixer a la flamme.

e  Verser le violet de Gentiane sur la lame ; laisser en contact 1min.

e  Fixer le colorant par le lugol environ 1min.

e Jeter le lugol et faire couler de I’alcool sur la préparation ; laisser agir 30s et rincer
immédiatement a 1’eau.

e  Recouvrir la préparation defushine, laisser agir environ 1min puis laver abondamment
al’eau.

e  Sécher au-dessus de la flamme d’un bec bunsen.
Lecture :
A I’issue d’une observation au microscope optique, on peut distinguer :

+ Des bactéries a Gram positif colorée en violet foncé.
+ Des bactéries a Gram négatif colorée en rose.
I1-1-5-2-Test d’oxydase

Le test oxydase consiste a mettre en évidence la présence du cytochrome oxydase.
Mode opératoire :

e Imbiber le disque d’oxydase par I’eau distillée.

e  Prendre a I’aide d’une pipette Pasteur une colonie isolée et la déposer sur le disque.
Lecture :

Apparition d’une coloration violette au point de contact, soit immediatement soit apres

quelques secondes. Ce résultat révele la présence du cytochrome oxydase.

.
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I1-1-5-3-Test de la catalase :

Pour la cellule, le H,O, est considérée comme molécule hautement réactive et potentiellement
nocive. L’enzyme catalase transforme le H,O, en deux molécules eau et oxygene comme la
réaction suivante :

catalase
H,O, —» H,O+ 02*

Mode opératoire :

e  Déposer sur une lame stérile une goutte d’eau oxygénée (H,0,).
e  Prélever une colonie bien isolée a I’aide de 1’anse stérile.

e Dissocier la colonie dans la goutte.
Lecture :

+ Catalase positif : apparition des bulles d’air.
+ Catalase négatif : pas de bulles d’air.

11-1-5-4- Identification par systeme Galerie API120E

C’est un systeme de 20 tests miniaturisés et déshydratés, prét a I’emploi permettant de réaliser
20 tests biochimiques afin d’identifier les entérobactéries en particuliers et les autres bactéries

a gram négatif.
Mode opératoire

- Mélanger une seule colonie avec 5ml d’eau distillée stérile.
- Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a 1’aide d’une pipette Pasteur

stérile, pointe appuyée a I’intérieur et sur le coté pour éviter la formation de bulles.
Pour certains caracteres :
Remplir de suspension le tube et la cupule (CIT, VP, GEL)

Remplir le tube de suspension et le recouvrir par I’huile de paraffine (ADH, LDC, ODC, H,S,
URE)
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Cupule

| Microtube contenant le milieu déshydraté |

Figure 11-3 : Galerie AP1 20 E

Lecture

La lecture de la galerie API20E se fait aprés une incubation de 18 a 24h a 37°C avec ou sans
ajout de réactifs nécessaires (selon le test). Cette lecture se fait par un codage qui repose sur
les tests groupés en trois successivement de gauche a droite, les tests négatifs sont codée 0 et
les tests positives varient selon la position de chaque test entre les trois : 1 pour le premier
test, 2 pour le deuxiéme test et 3 pour le troisieme test ; apres le codage on fait la somme de
tous les tests groupés formant un code de 7 chiffres qui peut se lire sur une base de donnée ou

un catalogue qui le déchiffre en une bactérie spécifique.

E



CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES
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Figure 11-4 : Schéma générale résume de I’application des souches probiotiques pour
I’amélioration de I’Efficacité d’éclosion des cystes d’Artémia et de la qualité microbiologique

du milieu.
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I1-2- Application de souches probiotiques dans la culture d’Artémia afin

d’améliorer le taux de croissance et le taux de survie des nauplius
Cette application a concerné 3 souches potentiellement probiotiques
11-2-1- Obtention des nauplii par hydratation des cystes et préparation de I’élevage

L’obtention des nauplius se fait par I’hydratation et I’incubation des cystes d’artémies pendant
24h, de I’ordre de 01 g par 400 ml d’eau de culture filtrée de salinité & 37g/L Le flacon est
soumis a un bullage important (0.2 bar), un éclairage artificiel et une température de 28°C.
(PERSON-LE RUYET., 1975).

Apres 27 heures, ’aération sera stoppée pendant 15min afin de séparer les cystes non éclos
qui s’installe au fond du flacon, les nauplii qui se positionnent au milieu de la bouteille et les
coques vides qui remontent en surface. Par la suite, les nauplius fraichement éclos seront

récupérer par aspiration au milieu de la bouteille d’¢élevage.

Figure 11-5 : Préparation des bouteilles d’élevages
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11-2-2-Estimation de la charge des nauplii

Pour I’estimation de la charge des nauplii, sous une loupe binoculaire le comptage du 01ml
d’échantillon de nauplii est déposé sur une boite de Pétri quadrillée et fixés par le lugol cette

derniére a été répétée 10fois.

I1-2-3-L’application des souches S33, S’2 et 8’ dans I’alimentation des nauplii d’Artémia
Les nauplii d’artémie sont alimentés par la micro-algue Spirulina ou Chlorella additionnée
ou non par les souches probiotiques. Chaque bouteille d’¢levage de 400ml regoit 4000
individus de nauplius (PERSON-LE RUYET., 1975), chaque bouteille sera alimentée
différemment, et chaque expérience sera menée en triplicata, le taux de nourrissage journalier
est indiqué dans le tableau I11-2.

Lot témoin 1 : alimenté par la Spiruline

Lot témoin 2 : alimenté par la Chlorelle

Lot expérimental 1.1 : alimenté par la souche probiotique S33 intégrée a la Spiruline.

Lot expérimental 1.2 : alimenté par la souche probiotique 8’ intégré a la Spiruline.

Lot expérimental 1.3: alimenté par la souche probiotique S’2 intégré a la Spiruline.

Lot expérimental 2.1 : alimenté par la souche probiotique S33 intégrée ala Chlorelle.

Lot expérimental 2.2: alimenté par la souche probiotique 8’ intégrée ala Chlorelle.

Lot expérimental 2.3: alimenté par la souche probiotique S’2 intégrée ala Chlorelle.

Tableau I1-2 : Le taux de nourrissage journalier des nauplius d’aprés (PERSON-LE
RUYET., 1975)

Le jour |Le taux de nourrissage en mg | Le taux de nourrissage en mg /4000
/10000 Nauplius(PERSON-LE | Nauplius(cette étude)
RUYET., 1975)

J2 400 mg 160mg
J4 1800 mg 720 mg
J6 4300 mg 1720 mg




CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

11-2-4-Détermination du taux de croissance par la mensuration (SORGELOOS et al.,
1979) :

Un préléevement journalier de 10 individus de chaque bouteille d’¢élevage va s’effectuer par
hasard afin d’évaluer leur développement. Entre lame et lamelle les nauplius seront fixés par
le lugol, puis on détermine la taille des indicateurs de croissance TL, TF et TA, a I’aide d’un
microscope photonique avec un oculaire munit d’une reégle de mesure.

TL : mesure de la taille téte-thorax —abdomen—queue.

TF : mesure de la taille téte- thorax-abdomen.

TA : mesure de la taille a partir de I’extrémité d’appendice gauche a I’extrémité de

I’appendice droite de 1’abdomen.

I1-2-5-Taux de survie :

Le taux de survie est un parameétre qui indique le nombre des nauplii survivants (le nombre
des nauplius survivants dans un ml d’eau d’¢élevage / le nombre total de démarrage par ml
d’eau). Il est estimé par un comptage de nombre des individus survivants par ml d’eau

d’¢levage chaque jour, a1’aide d’une loupe binoculaire.

Tableau 11-3 : Le programme hebdomadaire pour le suivi d’¢levage de chaque bouteille

Jours Le suivi journalier
01 e Hydratation et obtention des nauplii
02 e la préparation d’élevage d’Artemia sp.

e Ajout de I’alimentation additionnée ou non de bactérie selon le taux de
nourrissage

e Mensuration et détermination du taux de croissance.

3,5et 8 e mensuration du taux de croissance et le taux de survie

4et6 e Ajout de I’alimentation additionnée ou non de bactérie selon le taux de
nourrissage

e mensuration du taux de croissance et le taux de survie
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11-3 Les analyses statistiques :

Tous les tests statistiques ont été réalisés par le test t (Student) & une voie (XLSTAT
Launcher) afin d’estimer les effets significatifs ou non des souches probiotiques sur
I’efficacité d’éclosion et les trois paramétres de croissance mesurés (TL, TA et TF) des

Artémies. Les effets des souches ont été considérés a un niveau de signification de p <0,05.
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I11-1- Résultats de DPapplication des souches probiotiques pour
I’amélioration de I’efficacité d’éclosion des cystes d’artémie et I’évaluation
de la qualité microbiologique des eaux d’élevages

I11-1-1- Effet sur Pefficacité d’éclosion (EE)

L’efficacité d’éclosion est déterminée en présence et en absence de souches a potentiel

probiotique. Les resultats sont présentés dans la figure 111-1.

) L'efficacité d'éclosion
Naupluii/g
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Figure 111-1:Efficacité d’éclosion des cystes d’artémie en présence et en absence de souches

a potentiel probiotique dans le milieu d’élevage.

L’application des douze souches probiotiques dans les eaux d’élevage a influencé I’efficacité
d’éclosion des cystes. Les résultats de la figure 111-1 révélent que les souches (S°2, 8°, S2,
S’10, S33 et S18) ont amélioré 1’efficacité d’éclosion des cystes d’une valeur de 240002
(ttémoin), a une valeur de 560006, 520005, 440004,400004, 400004 et 280003 nauplius/g,
respectivement. Cette augmentation n’est significative que pour les souches S’2 et 8’ (p<0.05)
(voir tableau 33 et 34). Cependant, I’application des souches S7, S19 et S10 semblent
influencer négativement I’efficacité d’éclosion avec des valeurs de 200002,200002 et 160002
respectivement, cet effet est statistiquement non significatif. L’application des souches S1, S6

et S3 semble ne pas avoir d’influence sur I’efficacité d’éclosion.




CHAPITRE Ill : RESULTATS ET DISCUSSION

Cette amélioration de ’efficacité d’éclosion pourrait étre due a des substances excrétees par
les souches probiotiques ayant la capacité d’éclater le chorion des cystes. Ou a des bactéries
capables de consommer les composants du chorion et/ou la transformer a d’autres molécules
par exemple Stenotrophomonas maltophilia qui possede une activité chitinolytique qui lui
permet de dégrader la chitine (SALAS-OVILLA et al, 2018), un composant parmi les trois
composants de chorion.

111-1-2- Effet sur la qualité microbiologique du milieu d’élevage aprés

éclosion :

Les cystes d’artémie contiennent une flore associée qui se retrouvera dans le milieu d’élevage
et par conséquent chez le poisson. Cette flore microbienne peut étre pathogéne dans certains
cas. Dans notre étude, nous avons essayé d’évaluer la qualité du milieu d’¢levage apres
éclosion en présence des différentes souches probiotiques. Nous avons suivi la charge des

bactéries a Gram négatif et nous avons recherché la présence de Vibrio.

Suivi de la charge et qualité des bactéries a Gram négatif

M Bactérie gram -
103UFC/ml &

80 72,7693
70 1
60
50

40 32,5
30
20 15,96
8,65

10 #7456 3g a2 418 g 3,746%0115

0

T S1 S22 S6 S7 S10 s'10 s'2 8 S18 S19 3 S33

Souches

Figure 111-2 : Dénombrement des bactéries a Gram négatif sur gélose Mac conkey, dans le
milieu d’¢levage d’artémie en présence des différentes souches a potentiel probiotique.
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103
UFC/ml

M lactose-10A3UFC/ML M lactose+ * 103 UFC/ml

Figure 111-3 : Dénombrement des bactéries a lactose positif et les bactéries lactose négatif sur
gélose Maconkey, dans le milieu d’¢levage d’artémie en présence des différentes souches a
potentiel probiotique.

Les résultats obtenus ont montré que chaque souche module differemment le développement
et la croissance des bactéries a Gram négatif associées aux cystes d’artémies. Les résultats

sont représentés dans les figures 111-2, 111-3 et le tableau I11-1.

Une charge d’environs 4.75%103UFC/ml a été retrouvée chez le témoin. Elle est représentée
principalement par les bactéries a Gram négatif lactose négatif. L’identification de ces
bactéries a révélé la prédominance de P. aeruginosa qui est un germe associé au cystes qui
peut étre pathogene pour le poisson, les crustacés (OZTURK et al., 2014), et sur I’Artémia
(LEE et al., 2014).Comme il peut étre bénéfique en favorisant une meilleure digestibilité et

une croissance rapide des artémies durant les premiers jours (GOROSPE et al., 1996).

Le nombre des bactéries a Gram négatif varie en fonction des souches probiotiques
appliguées. Il augmente dans le cas des souches S6, S°2,8”, S19, S2, S10et S33 avec la charge
la plus élevée de 72.7693UFC/ml pour la souche 3.Nous avons également noté une baisse de
la charge lors de 1’application des souches S7, Slet S18. S’10 semble présentée le méme
nombre de bactérie & Gram négatif que le témoin.

La composition des bactéries a Gram négatif est représentée dans tous les cas par des
bactéries lactose négatif identifiées en tant que P. aeruginosa, a I’exception de 8’ et S33 ou
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les Gram négatif présents sont des coliformes (lactose positif) et sont assignés a 1’espece
Enterobacter cloacae. Le milieu d’élevage en présence de la souche S18 a permis la co-
existence de P. aeruginosa et E.cloacae.
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Tableau I11-1; Résultats d’identification et dénombrement les colonies isolées sur Mac

conkey.
La Aspect  des | Coloration | Test de | Test Identification de | La  charge
souche colonies de gram catalase | d’oxyd | la souche | bactérienne
probiotiq | isolées ase API20E en UFC/mlI
ue 10°
Témoin | Rose claire Bacille + - Pseudomonas 4.7456
négatif gram- aeroginosa
S1 Rose claire Bacille + - Pseudomonas 2.380
gram- aeroginosa
S2 Rose claire Bacille + - Pseudomonas 8.100
gram- aeroginosa
S6 Rose claire Bacille + - Pseudomonas 15.960
gram- aeroginosa
S7 Rose claire Bacille + - Pseudomonas 0.155
gram- aeroginosa
S10 Rose claire Bacille + - Pseudomonas 12
gram- aeroginosa
S’10 Rose claire Bacille + - Pseudomonas 4.180
gram- aeroginosa
S’2 Rose claire Bacille + - Pseudomonas 11.700
gram- aeroginosa
8’ Rose foncée | Bacille + - Enterobacter 32.500
Claire gram- cloacae
Rose claire +
un halo jaune
S18 Rose claire Bacille + - Pseudomonas 3.740
gram- aeroginosa
Rose foncée Enterobacter 0.006
cloacae
S19 Rose claire Bacille + - Pseudomonas 6.0115
gram- aeroginosa
3 Rose claire Bacille + - Pseudomonas 72.7693
gram- aeroginosa
S33 Rose foncée Bacille + - Enterobacter 8.650
Rose claire | gram- cloacae
+halo
transparent

:
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> Suivi des bactéries sur TCBS

Parmi la flore la plus associée a I’artémie nous retrouvons 1’espéce Vibrio qui fait partie de la
flore commensale de I’artémie et peu causé des maladies chez le poisson. Nous avons tenté de
suivre 1’effet des souches sur ce genre bactérien sur milieu TCBS. Les résultats ont révélé
I’absence du genre Vibrio dans le témoin ainsi que lors de 1’application de toutes les souches.

Cependant, nous avons pu suivre la variété des espéces qui poussent sur TCBS.

Pour le témoin, nous avons mis en évidence la présence de 2 especes Pasteurella
pneumotropica avec une charge de 8UFC/ml et Enterobacter cloacae(5.5UFC/ml).
L’application des souches probiotiques a montré la présence de trois espéces : Pasteurella
pneumotropica, Enterobactercloacae et Stenotrophomona smaltophilia lors de 1’application
des souches: S2 et 3; Deux especes comme le témoin Pasteurella pneumotropica et
Enterobacter cloacae lors de ’application des souches S6, S10, S18 et S19. , Enterobacter
cloacae et Stenotrophomonas maltophilia lors de I’application de la souche S’8. Une seule
espéce prédominante a savoir Pasteurella pneumotropica lors de I’application des souches S1,
S’10 et S’2 et Enterobacter cloacae lors de I’application des souches S7, S33 (Tableau I11-
2).
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Tableau I11-2: Résultats d’identification et dénombrement les colonies isolées sur TCBS.

La souche | Aspect des | Coloration Test de | Test Identification de la | La charge
probiotiqu | colonies de gram catalase d’oxydase souche API20E bactérienne
e isolées en UFC/ml
10°
Témoin Verte Bacille + - Pasteurella 0.008
négatif gram- pneumotropica
Jaune verte + Enterobacter cloacae 0.0055
S1 verte Bacille + - Pasteurella 0.017
gram- pneumotropica
S2 Verte Bacille + - Pasteurella 3.9
gram- pneumotropica Indénombrable
Jaune verte + Enterobactercloacae )
Stenotrophomonas Indenombrable
Jaune - maltophilia
S6 Verte Bacille + - Pasteurella Indénombrable
gram- pneumotropica
Jaune verte Enterobacter cloacae 0.013
S7 Jaune verte Bacille + - Enterobacter cloacae 0.0525
gram-
S10 Jaune verte Bacille + - Enterobacter cloacae 0.013
gram- Pasteurella
Verte pneumotropica Indénombrable
S’10 Verte -Bacille + - Pasteurella 0.056
gram- pneumotropica
S’2 Verte Bacille + - Pasteurella 0.032
gram- pneumotropica
8 Jaune verte Bacille + - Enterobacter cloacae 0.56
gram- Stenotrophomonas
Jaune - maltophilia 0.186
S18 Verte Bacille + - Pasteurella 0.018
gram- pneumotropica
Jaune verte Enterobacter cloacae 0.028
S19 Verte Bacille - - Pasteurella 0.1535
gram- pneumotropica
Jaune verte + Enterobacter cloacae 0.023
3 Verte Bacille + - Pasteurella 0.12
gram- pneumotropica
Jaune - Stenotrophomonas 0.01
maltophilia
Jaune verte + Enterobacter cloacae 0.03
S33 Jaune verte Bacille + - Enterobacter cloacae Indénombrable
gram-
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D’aprés les résultats obtenus sur Mac conkey et TCBS nous constatons la présence de

I’espece :

- Enterobacter cloacae :

un germe consideré parmi les bactéries associées a la flore des poissons mais il peut causer
des infections et des maladies chez I’homme a partir une transmission pendant la
consommation(PELLI, 2017) et il a été responsable d’un taux de mortalité¢ dans les élevages
de poissons exemple 1’élevage de Pangasianadon hupopthalamas(KUMAR et al., 2013) et
chez Mugil cephalus(THILLAISEKAR et al., 2008).

Les trois souches probitiques S1, S’10 et S’2 inhibent complétement la souche Enterobacter
cloacae. Celles-ci pourraient é&tre appliquées dans 1’élevage de Pangasianadon
hupopthalamas et Mugil cephalus, afin de diminuer le taux de mortalité chez ces especes.
Récemment, il a été rapporté le potentiel probiotique d’E. cloacae et qu’il peut étre utilisé
pour prévenir les infections a Pleisiomonas shigelloides dans I’ecau d’élevage des poissons
d’ornement (GIRIJAKUMARI et al, 2018)

- Stenotrophomonas maltophilia :

Un bacille & gram négatif, mobile, aérobie et non fermentaire (ADEGOKE et al., 2017),
retrouvé lors de I’application des souches S2, 8’ et 3. C’est un germe de I’environnement qui
peut étre responsable de maladies infectieuses chez I’homme et les poissons due a la présence
de protéases, lipases et hémolysines (XU et al., 2018). 1l a été retrouvé dans la flore associée
a l’artémie en Algérie (SOLTANI, 2017). Leur effet reste mal connu chez I’artémie.
Cependant, il a été démontré qu’elle possede une activité chitinolytique par la production de
chitinase, qui pourrait favoriser 1’éclosion (SALAS-OVILLA et al, 2018). REINA et al.,
(2019) ont démontré le role de certaines Stenotrophomonas maltophilia isolées a partir
d’invertébrés marins dans 1’atténuation de la virulence de Vibrio coralliilyticus sur Artémia
salina.

- Pasteurella pneumotropica

C’est une bactérie & Gram négatif en forme de batonnet considéré comme un agent pathogéne
opportuniste chez les rongeurs de laboratoire (MANNING, DIGIACOMO et
DELONG, 1989). Elle a également été retrouvée dans la flore bactérienne associée a
I’ Artémie dans la phase de commercialisation (REDONDO et al., 2008) et dans les produits
de la mer (IBRAHIM et al.,2016). Dans notre étude, S7, S33 et 8 semblent inhiber
complétement la souche de Pasteurella pneumotropica. Elles pourraient étre appliquées dans

I’¢levage des poissons, afin de diminuer le taux de risque.
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I11-2- Résultats de DPapplication des souches probiotiques dans
I’alimentation de I’artémie

111-2-1- Effet des souches probiotiques sur le développement de la taille des
artémies (TL, TA et TF).

La croissance des artémies pour étre estimée en mesurant les différents paramétres de
mensuration a savoir :

TL: mesure de la taille téte- thorax-abdomen —queue
TF : mesure de la taille téte- thorax-abdomen

TA : mesure de la taille a partir de D'extrémité d’appendice gauche a I’extrémité de

I’appendice droite de I’abdomen.

111-2-1-1- Effet sur la taille totale TL

» Cas de ’alimentation par la spiruline additionnée de bactéries a potentiel

probiotique

mm Spiruline TL
1,4
1,2

1 —
08 3 =@=Teémoin
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04 =>=533
0,2
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Figure 111-4 : Evolution de la taille TL de 1’artémie aprés une alimentation par la spiruline
additionnée de souches a potentiel probiotique.
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Figure 111-5 : Le suivi du gain de la taille (TL) des artémies apres une alimentation par la
spiruline additionnée de souches a potentiel probiotique.

Le développement de la taille TL des nauplii d’Artémia sp. Fraichement éclos entre le 2°™ et
8¢me jour, était sous forme d’une courbe croissante (Figure I11-4). L’allure des courbes
révéle que 1’application des souches probiotique n’a pas d’influence significative sur le
développement de la taille des nauplius. En effet, des tailles finales qui varient entre 1.026mm
pour (8) et 1.272mm pour le témoin. Vu que la taille de départ des artémies est légérement
différente d’une expérience a I’autre, les résultats ont été exprimés par le gain de la taille TL
des nauplius par jour (Figure I11-5). Les résultats ont montré que le gain de taille a été
important le premier jour il varie entre 0.28mm pour le témoin et 0.38mm en présence de la

souche S33. Puis il diminue en fonction des jours.

Le gain total de la taille TL des nauplii d’Artémie (j2-j6) du témoin négatif a été supérieur par
rapport aux nauplius alimenté par la micro algue spiruline inoculée par les souches
probiotiques : un gain de taille de 0,63mm, 0,59 mm, 0,52 mm et 0,53mm pour le témoin
négatif, la souche S’2, S33 et 8’ respectivement. Cependant, cette variation est statistiquement

significative par rapport aux S33 et 8’.
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» Cas de I’alimentation par la Chlorelle additionnée de bactéries a potentiel

probiotique :
mm Chlorelle TL
1,2
1 _— '
0,8
/ =9—Témoin
0,6
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0,4 g
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Figure 111-6 : Evolution de la taille TL de I’artémie aprés une alimentation par la Chlorelle
additionnée de souches a potentiel probiotique.
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Figure 111-7 : Le suivi du gain de la taille (TL) des artémies apres une alimentation par la
Chlorelle additionnée de souches a potentiel probiotique.
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Les résultats (Figure 111-6) ont révélé que 1’alimentation par les chlorelles permet d’avoir une
croissance importante le premier jour allant de 0.254mm pour le témoin a 0.383mm pour 8’.
Ce gain est de méme ordre que celui observé pour la spiruline a 1’exception de la souche S33
qui présente une valeur double. Aucun gain de taille n’est observé au-dela du 2eme jour (J3-
J4) a I’exception du témoin 0.072mm lors du 3°™ jour (j4-i5), ce qui n’est pas le cas lors de

’alimentation par la spiruline.

Le gain total de la taille TL des nauplii d’artémie (J2-J6) a été de 0,43 mm, 0,41 mm et
0,36mm et 0.34mm pour la souche 8’, témoin négatif, S33 et S’2 respectivement. Les
résultats révelent une variation significative entre le gain obtenu pour le témoin négatif et le

gain obtenu pour les lots alimentés en présence de souches probiotique (Figure 111-7).

Le gain total de la taille (TL) des nauplius obtenu est pratiquement du méme ordre quelque

soit le type d’alimentation spiruline ou chlorelle.

Selon KHERARBA (2013) les résultats de I’enrichissement d’Artémia obtenus montrent

qu’aux différentes quantités de nourriture de levure boulangere la taille des larves atteint 3.05

6eme

mm au geme

jour et 6.96 mm au jour, alors que la chlorelle lyophilisée a produit des

6eme 8eme

larves d’une taille moins importante 1.41 mm au jour et 1.73 mm au jour.
Contrairement a nos résultats les artémies alimentés par la chlorelle ou la spiruline

représentent une taille moins importante en comparant a celle de KHERARBA.




CHAPITRE Ill : RESULTATS ET DISCUSSION

111-2-1-2- Effet sur la taille totale TA

» Cas de I’alimentation par la Spiruline additionnée de bactéries a potentiel

probiotique :
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Figure 111-8 : Suivi de la croissance de la taille « TA » de I’artémie aprés une alimentation a
la spiruline supplémentée de souche probiotique.

mS33 m8 mS'2 ETémoin

0,08 - 0,076
0,07 -
0,06 -
0,05 - 0,044

0,04 -

0,03 - 0,028 0,025

0,017
002 | 0034 0,012

0,01 A 0 003 000_' 000

13-)2 J4-J3 J5-14 J6-J5 Gain total
jours

0,028

Figure 111-9 : Le gain de taille « TA » des nauplius alimenté par la spiruline supplémentée

par des souches probiotiques.

Entre le J2-J6: le gain de la taille TA des nauplius d’Artémie du Témoin négatif était

supérieur par rapport aux nauplius alimenté par la micro algue spiruline inoculée par les

41
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autres souches probiotiques : un gain de taille de 0.076 mm, 0.04mm, 0.038mm et 0.028 mm

a été observé pour le témoin négatif, S33, S’2 et 8" respectivement, (Figure 111-9) Cette

différence est significative pour les souches S°2 et 8°.

» Cas de I’alimentation par la Chlorelle additionnée de bacteries a potentiel

probiotique :
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Figure 111-10 : Suivi de la croissance de la taille « TA » de I’artémie aprés une alimentation a
la Chlorelle supplémentée de souche probiotique.
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Figure 111-11 : Le gain de taille « TA » des nauplius alimenté par la Chlorelle supplémentée

par des souches probiotiques.

Entre le J2-J6: le gain de la taille TA des nauplius d’Artémie du Témoin négatif a été

significativement supérieur par rapport aux nauplius alimenté par la micro algue chlorelle
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inoculé par les autres souches probiotiques : un gain de taille de 0.087 mm, 0.044mm,

0.19mm et 0.011 mm pour la témoin négatif, 8, S33 et S’2 respectivement (Figure 111-11).

111-2-1-3- Effet sur la taille TF
Le développement de la taille TF des nauplii d’Artémia sp. Fraichement éclos entre le 2tme

6éme

jouretle jour, été sous forme d’une courbe croissante, avec une différence de la cinétique

de croissance suite a 1’intégration des trois souches probiotiques différentes ’'une par rapport

a I’autre (Figure 111-12, 111-13, 111-14 et 111-15).

» Cas de I’alimentation par la Spiruline additionnée de bactéries a potentiel

probiotique
mm Spiruline TF
1,2
1 — =
f * *
0,8 L
/ =&—Témoin
0,6 Y
0,4 8
=6=533
0,2
0 jours
0 1 2 3 4 5 6 7

Figure 111-12 : Suivi de la croissance de la taille TF des nauplius alimentés par la spiruline
supplémentée de souches probiotiques.
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Figure 111-13 : Le gain de taille « TF » par les nauplius alimenté par la spiruline
supplémentée de souches probiotiques.
Entre le J2-J6 : le gain de la taille TF des nauplii d’Artémie alimentés par la micro algue
spiruline supplémentée de souches probiotiques S33 et 8” était significativement supérieur par
rapport aux artémies du Témoin avec un gain de taille de 0,383 mm (p= 0.01) et 0,369 mm
(p=0.004), pour S33 et 8’ respectivement. Cependant, pas de différence significative entre le

témoin négatif (0.256mm) et I’application de la souche S’2 (0.405mm) (Figure 111-13).

» Cas de ’alimentation par la Chlorelle additionnée de bactéries a potentiel

probiotique

mm Chlorelle TF

0,9
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Figure 111-14 : Suivi de la croissance de la taille TF des nauplius alimentés par la chlorelle
supplémentée de souches probiotiques.




CHAPITRE Ill : RESULTATS ET DISCUSSION

mS33 m8 mS'2 ETémoin

0,191

0,2
0,18 0,161
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04 02

94
0,07

057 0052 0,053 0,053

0,02 000 0000

j3-j2 j4-j3 j5-j4 j6-j5 Gain total jours

Figure 111-15 : Le gain de la taille TF des nauplius alimentés par la chlorelle supplémentée de

souches probiotiques.

Entre le J2-J6: le gain de la taille TF des nauplii d’artémie de la souche 8’a été
significativement supérieure (<0.05) par rapport aux nauplius alimenté par la micro algue
chlorelle inoculé par les souches probiotiques (S33,S°2) et le témoin négatif : un gain de taille
de 0,163 mm, 0,191 mm, 0,118 mm et 0,13mm pour le témoin négatif, 8, S’2 et S33

respectivement(Figure 111-15).

En résumé, les résultats de 1’application des souches probiotiques révelent qu’un effet négatif
sur la croissance (TL, TA et TF) est observé pour les souches S33 et S’2 supplémenté a la
chlorelle. Alors que la souche 8’ a montré un effet positif sur les parameétres TL et TF et un
effet négatif sur le paramétre TA. Dans le cas de I’alimentation a la spiruline, un effet positif
sur TF a été observé pour S33, 8’ et non significatif pour S’2, un effet négatif sur TA a été
observé pour S’2 et un effet négatif sur les deux parameétres (TL et TA) lors de I’application

de la souche 8.
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111-2-2- Effet des souches probiotiques sur le taux de survie des artémies

alimenté par les micro-algues

» Cas de ’alimentation par la Spiruline additionnée de bactéries a potentiel

probiotique
o Taux de survie
120
100 P
80 \
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\
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Figure 111-16 : Le taux de survie des nauplius alimentés par la spiruline supplémentée par des

souches probiotiques.

Le taux de survie des nauplii d’artémie du témoin negatif a été important par rapport aux

nauplius alimenté par la micro algue spiruline inoculé par les autres souches (Figure 111-16).
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» Cas de ’alimentation par la Chlorelle additionnée de bactéries a potentiel

probiotique
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Figure 111-17 : Le taux de survie d’artemie alimenté par la souche probiotique intégré dans la
chlorelle.

Entre le J2-J4 : Le taux de survie des nauplii d’artémie alimenté par la microalgue chlorelle
inoculé par les souches probiotiques (S8, S52 et S33) était tres important par rapport au
témoin négatif jusqu’au 4°™ jour: le taux de survie de 11.67 %, 11.67%,10.42% et 6.67%
pour S33, 8°, S°2 et le témoin négatif, Respectivement. Comme 1’artémie utilisée est de type
commercial, le taux de survie est pratiquement nulle & partir du 5°™ jour avec des taux
respectifs de 1.8% ,0.15%,0.15% et 0% pour le témoin négatif, S’2,8’, et S33(Figure 111-17).

MAHDHI (2011) a indiqué que I’application de trois souches de Bacillus en tant que
probiotiques améliorées le taux de survie des artémies de fagon significative entre 80 et 100

% en 4 jours et ceci a été assuré par I’élimination du Vibrio alginolyticus.

L’impact des souches probiotique sur le taux de survie des artémies alimentées par les micro-
algues sera mieux apprécié¢ en utilisant des souches sauvages d’artémie et non une souche

commerciale.
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Conclusion :

L’objectif de cette étude a été ’essai des souches a potentiel probiotique dans la culture

d’artémie afin d’améliorer certains aspect :

1-L’efficacité d’éclosion et la qualité microbiologique du milieu : Les souches S°2 et 8 ont
montré une augmentation significative du taux d’éclosion des cystes. L’¢étude de cet effet doit

étre approfondie afin de determiner son origine.

Concernant la qualité microbiologique du milieu d’élevage, nous avons constaté que selon
des souches probiotique appliquées, nous avons constaté une augmentation ou la diminution
du nombre des bactéries a Gram négatif avec une prédominance de P. aeruginosa et/ou E.
cloacae. Nous avons noté, une augmentation de la flore a Gram négatif lors de I’application
des souches S6, S°2,8°, S19,3, S2, S10, et S33 et une baisse de cette flore lors de 1’application
des souches S’10, S7, S1 et S18.

L’application des souches probiotiques montre 1’¢limination ou la dominance de certain type
de germe. Exemple: Les trois souches probiotiques S1, S’10 et S’2 inhibent presque
completement la souche Enterobacter cloacae, aussi les souches probiotiques S33 et 8’
inhibent complétement la souche Pseudomonas aeroginosa. Les souches S2, 8’ et 3 entraine
I’apparition de la souche S. maltophilia alors que 1’application des souches S7, S33 et 8’

semble inhiber 1’espéce potentiellement pathogéne Pasteurella pneumotropica
2- Effet des souches probiotiques sur la croissance et le taux de survie des nauplii :

Les souches probiotiques ont été supplémentées dans 1’alimentation par les micro-algues
(Spiruline et Chlorelle) afin de suivre la croissance et le taux de survie des artémies. Les

résultats obtenus ont révélé :

- Un effet positif a été observé pour la souche 8 supplémenté a la chlorelle pour Les
deux parameétres (TL et TF) et pour les deux souches (8’et S33) supplémenté a la
spiruline sur le TF et des effets négatifs pour la majorité des autres applications des
souches probiotiques.

- Le taux de survie des nauplii est important dans les 4 premiers jours de I’utilisation
des souches 8°, S’2 et S33 intégrée a la Chlorelle. L’étude de ce paramétre a été

limitée par le taux de survie limité des nauplii de la souche commerciale.




CONCLUSION

D’apres les résultats obtenus dans cette étude, nous constatons que les souches trouvées
potentiellement probiotique in-vitro semblent avoir des effets probiotiques in vivo dans un
¢levage d’artémies. Ces effets bénéfiques doivent faire 1’objet d’études plus approfondies afin

d’¢lucider ces phénomenes.

.
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Tableau annexe 01: les mensurations de la taille moyenne (TL) des nauplius d’Artémies

alimenté par la spiruline inoculé par les souches probiotiques.

JR 2 3 4 5 6
S33 0,516 0,900 1,002 1,052 1,052
8’ 0,497 0,851 0,942 1,026 1,026
S°2 0,562 0,879 1,053 1,150 1,190
Témoin 0,643 0,923 1,072 1,132 1,272

Tableau annexe 02: les mensurations de la taille moyenne (TL) des nauplius d’Artémies

alimenté par la chlorelle inoculé par les souches probiotiques.

JR 2 3 4 5 6

S33 0,516 0,793 0,875 0,875 0,875
8’ 0,497 0,880 0,930 0,930 0,930
S°2 0,562 0,846 0,904 0,904 0,904
Témoin 0,643 0,897 0,988 1,06 1,06

Tableau annexe 03: les mensurations de la taille moyenne (TA) des nauplius d’Artémies

alimenté par la spiruline inoculé par les souches probiotiques.

JR 2 3 4 5 6

S33 0,178 0,193 0,218 0,218 0,218
8’ 0,164 0,192 0,192 0,192 0,192
S°2 0,199 0,209 0,237 0,237 0,237
Témoin 0,156 0,200 0,203 0,215 0,232

Tableau annexe 04: les mensurations de la taille moyenne (TA) des nauplius d’Artémies

alimente par la chlorelle inoculé par les souches probiotiques.

JR 2 3 4 5 6

S33 0,178 0,184 0,197 0,197 0,197
8’ 0,164 0,187 0,208 0,208 0,208
S°2 0,179 0,179 0,19 0,19 0,19
Témoin 0,156 0,175 0,209 0,243 0,243




ANNEXES

Tableau annexe 05: les mensurations de la taille moyenne (TF) des nauplius d’ Artémies

alimenté par la spiruline inoculé par les souches probiotiques.

JR 2 3 4 5 6

S 33 0,517 0,900 0,900 0,900 0,900
8 0,497 0,851 0,854 0,866 0,866
S°2 0,562 0,879 0,968 0,968 0,968
Témoin 0,644 0,901 0,901 0,901 0,901

Tableau annexe 06: les mensurations de la taille moyenne (TF) des nauplius d’Artémies

alimenté par la chlorelle inoculé par les souches probiotiques.

JR 2 3 4 5 6
S33 0,517 0,595 0,647 0,647 0,647
8 0,497 0,658 0,688 0,688 0,688
S’2 0,562 0,656 0,68 0,68 0,68
Témoin 0,644 0,701 0,754 0,807 0,807

Tableau annexe 07: Détermination de la

différence dans la croissance des

artémies (TL, TA et TF) alimentées par
la spiruline entre les souches appliquées
et le témoin négatif.

Tableau annexe 08 : Détermination de
la différence dans la croissance des
Artémies (TL, TA et TF) alimentées par
la chlorelle entre les souches appliquées
et le témoin négatif.

Spiruline S'2 8' S33
TL 0,074 | 0,012 | 0,019
TA 0,033 0,043 | 0,166
TE 0,0518 | 0,004 | 0,013

Chlorelle S'2 8' S33
TL 0,001 0,008 0,004
TA 0,001 0,008 0,025
TF 0,002 0,003 0.004
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Tableau annexe 09 : les mensurations du taux de survie des nauplius d’Artémies alimenté

par la chlorelle inoculé par les souches probiotiques.

jours 2 3 4 5 6
Témoin% 100 11,67 6,67 1,8 0
S'2% 100 13,33 11,67 0,15 0
8'% 100 16,67 11,67 0,15 0
S33% 100 20 11,67 0 0

Tableau annexel0: les mensurations du taux de survie des nauplius d’Artémies alimenté par

la spiruline inoculé par les souches probiotiques.

jours 2 3 4 5 6
Témoin % 100 76,67 48,33 21,67 3,33
S2% 100 50 41,67 35 8,33

8'% 100 15 8,33 0 0

S33% 100 55 35 11,67 0
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Tableau annexe 11 : Détermination 1’efficacité d’éclosion des cystes d’artémia

commerciale.
NI EE MOY p
I 1 120120,12
Témoin | 11 2 240240,24 | 240240,24
i 3 360360,36
| 4 480480,48 1 Non
S1 I 1 120120,12 | 240240,24 significatif
Il 1 120120,12
I 3| 360360,36 0.420 Non
S2 1 1 120120,12 | 440440,44 significatif
Il 7| 840840,841
| 2 240240,24 0.643 Non
S7 I 1 120120,12| 200200,2 significatif
Il 2 240240,24
| 1 120120,12 0.725 Non
S18 |11 3| 360360,36| 280280,28 significatif
Il 3 360360,36
| 1 120120,12 0.725 Non
S19 |11 1 120120,12| 200200,2 significatif
Il 3 360360,36
| 5| 600600,601 0.275 Non
S'10 |l 3| 360360,36| 400400,4 significatif
Il 2 240240,24




Tableau annexe 12 : Détermination 1’efficacité d’éclosion des cystes d’artémia commerciale

(suite).
NI EE MOY P
| 2 240240,24 0.768 Non
S10 |1 0 0| 200200,2 significatif
] 3 360360,36
| 4 480480,48 0.039 | significatif
S2 |1l 4 480480,48 | 560560,56
] 6 720720,72
| 2 240240,24 0.275 Non
S33 |1 5 600600,6 | 400400,4 significatif
] 3 360360,36
| 5 600600,6 0.025 | significatif
g8’ 1 4 480480,48 | 520520,52
] 4 480480,48
| 3 360360,36 1 Non
3 1 2 240240,24 | 240240,24 significatif
] 1 120120,12
| 2 240240,24 0.643 Non
S6 1 1 120120,12 | 240240,2 significatif
] 2 240240,24
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Tableau annexe 13 : Dénombrement et identification des colonies apparues sur TCBS et Mac
conkey apres 1’incubation.

Milieu de | Dilution | Type de colonie Comptage
culture
Mac 10" Colonie rose claire 136
conkey 10 Colonie rose claire 102
o 10° Vide
Temoin "+eRg 107 Colonie verte 5
Colonie jaune verte 4
10° Vide
10° Vide
Mac 10" Colonie rose claire Indénombrable
conkey 10° Colonie rose claire 392
10™ Colonie rose claire 28
_6 -
S6 10 vide
TCBS 10" Colonie verte 1
Colonie jaune verte 15
10 Colonie jaune 3
10° vide
Mac 10" Colonie rose foncé Indénombrable
conkey 10 Colonie rose foncé Indénombrable
10° Colonie rose foncé Indénombrable
TCBS 10" Colonie jaune 186
g 10 Colonie jaune verte 56
107 Colonie jaune Indénombrable
10* Colonie rose foncé 58
Colonie rose claire entouré parun halo |7
jaune
10° vide
Mac 10" Colonie rose claire 23
conkey 10 Colonie rose claire Indénombrable
10° Colonie rose claire Indénombrable
10* Colonie rose claire 12
519 10° vide
TCBS 10" Colonie jaune verte 12
10 Vide
10° Colonie verte 3
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Tableau annexe 14: Dénombrement et identification des colonies apparues sur TCBS et Mac
conkey apres 1’incubation.

Milieu dilution | Type de colonie Comptage
de
culture
Mac 10™ Colonie rose claire Indénombrable
conkey 10 Colonie rose claire Indénombrable
10° Colonie rose claire Indénombrable
s10 10': Colonie rose claire 12
10° vide
TCBS 10" Colonie jaune verte 13
10 Vide
10° vide
Mac 107 Colonie rose claire Indénombrable
conkey 10 Colonie rose claire 31
10° vide
ST TCBS 10" Colonie jaune verte 104
10 Colonie jaune verte 1
10° vide
Mac 10™ Colonie rose claire 308
conkey 10 Colonie rose claire Indénombrable
10° vide
3 TCBS 10" Colonie verte 6
10 Colonie jaune colonie verte 1
1
10° Colonie verte 1
Mac 10" Colonie rose claire Indénombrable
conkey Colonie rose foncé 6
10° Colonie rose claire 388
S18 10° Colonie rose claire 36
TCBS 10™ Colonie verte 18
Colonie jaune verte 16
10 Colonie jaune verte 4
10° vide
Mac 10" Colonie rose claire Indénombrable
conkey 10 Colonie rose claire 81
10° vide
2 TCBS 10™ Colon!e yerte Indénombrable
Colonie jaune verte
10° Colonie verte Indénombrable
Colonie jaune verte
10° Colonie verte 39
Colonie jaune verte 1
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Tableau annexe 15: Dénombrement et identification des colonies apparues sur TCBS et Mac
conkey apres 1’incubation.

Milieu de | dilution | Type de colonie Comptage
culture
Mac 10 Colonie rose foncé Indénombrable
conkey Colonie rose claire entouré par un halo
transparent
533 10 Colonie rose foncé Indénombrable
Colonie rose claire entouré par un halo
transparent
103 Colonie rose foncé 123
Colonie rose claire entouré par un halo 50
transparent
TCBS 10™ Colonie jaune verte Indénombrable
Mac 10 Colonie rose claire Indénombrable
3] conke - -
y 10 Colonie rose claire 240
103 Colonie rose claire 21
TCBS 10t Colonie verte 32
Mac 10 Colonie rose claire Indénombrable
10 | conkey 10 Colonie rose claire 116
103 Colonie rose claire 72
TCBS 10" Colonie verte 56
Mac 10" Colonie rose claire Indénombrable
s1 conkey 10 Colonie rose claire 116
10° Colonie rose claire 36
TCBS 10t Colonie verte 17
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( Pseudomonas aeroginosa(2236000) Tres bonne identification \

( Enterobacter cloacae(3325573) Exilent identification
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[ Enterobacter cloacae(3327573) Trés bonne identification \

Figure annexe 01 : Identification des colonies qui apparu sur Mac Conkey.
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/ Enterobacter cloacae(3325573) Trés bonne identification \

Figure annexe 02 : Identification des colonies apparues sur TCBS.




Résumeé:

Le présent travail a fait I’objet d’une application in vivo de 12 souches a potentiel probiotique
dans I’élevage d’Artémia sp (in vitro), du genre Entérococcus durans, Enterococcus faecuim et
Psychrobacter cibarius afin d’améliorer I’efficacité d’éclosion et la qualité microbiologique des
eaux d’élevage des nauplius, parmi les 12 souches, 3 souches ont été inoculé dans deux
différents micro algues (la spiruline et la chlorelle) afin d’améliorer la croissance et le taux de
survie d’Artémia. Les résultats obtenus ont montré que les deux souches 8’ et S’2 ont amélioré
significativement (P<0,05) I’efficacité d’éclosion, les souches 8’, S33, S7, S1, S’10 et S’2
diminue la charge des bactéries a gram négative tel que : Pseudomonas aeruginosa a été éliminé
par S33 et 8’, Enterobacter cloacae par S1, S’10 et S’2, Pasteurella pneumotropica par S7, S33
et 8’ et d’autre part le développement de certaine flore bénéfique pour les artémies, tel que : la
prolifération de Senotrophomonas maltophilia en présence de la souche S2, 8’ et 3. Les
résultats de I’intégration des trois souches probiotiques aux deux micro algue, a réevélé que la
taille des nauplius alimenté par la chlorelle inoculé par la souche 8’ a amélioré les deux
paramétres TL et TF et lataille des nauplius aimenté par la spiruline inoculé par la souche 8’
et S33 aamélioré le paramétre TF. L’étude du taux de survie a été limitée vu qu’on a utilisé des
individus commerciaux avec une petite longévité. Nous constatons que les souches testées
trouveées in-vitro semblent avoir des effets probiotiques in vivo dans I’élevage d’artémies. Ces
effets bénéfigues doivent faire I’objet d’une étude plus approfondies afin d’élucider le mode

d’action de ces dernieres.

Mots clés : Probiotique, Artémia, Entérococcus durans, Enterococcus faecuim et Psychrobacter

cibarius.
Abstract :

The present work has been the subject of an in vivo application of 12 strains with probiotic
potential in the culture of Artemia sp (in vitro), of the genus Enterococcus durans, Enterococcus
faecuim and Psychrobacter cibarius in order to improve the efficiency hatching and the
microbiological quality of the nauplius breeding waters, among the 12 strains, 3 strains were
inoculated into two different microalgae (Spirulina and Chlorella) to improve the growth and

survival rate of Artemia. The results obtained showed that the two strains 8 'and S'2 significantly



improved (P <0.05) the hatching efficiency, the strains 8, S33, S7, S1, S10 and S2 decreases the
load of gram-negative bacteria such that: Pseudomonas aeruginosa was removed by S33 and 8/,
Enterobacter cloacae by S1, S10 and S2, Pasteurella pneumotropica by S7, S33 and 8' and on
the other hand the development of certain flora beneficial for Artemia, such as: the proliferation
of Senotrophomonas maltophilia in the presence of the strain S2, 8 'and 3. The results of the
integration of the three probiotic strains to the two microalgae, revealed that the size of nauplius
fed by the chlorella inoculated with strain 8 'improved the two parameters TL and TF and the
size of nauplii fed by Spirulina inoculated by strain 8 and S33 improved the TF parameter. The
surviva rate study was limited because commercia individuals with a short life span were used.
We find that the strains tested found in vitro appear to have probiotic effects in vivo in the
culture of Artemia. These beneficial effects must be studied in greater depth in order to elucidate
their mode of action.

Key words: Probiotic, Artemia, Enterococcus durans, Enterococcus faecuim and Psychrobacter

cibarius..
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