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DOSSIER DU NUMERO

Identification de la microflore intestinale de la crevette Penaeus vannamei en élevage
Safa Jedidi, Kamel Hadj Mbarek, Mohamed Mansour Marzouki, Mehdi Sola, Mehrez Romdhane, Latifa Gaabout.

INTRODUCTION

La gestion de l'aliment et la maitrise des agents pathogénes, représentent un défi majeur qui
conditionne toute activité aquacole. Dans ce cadre, la composition du microbiote intestinale se
présente comme acteur principal déterminant la digestion et I'infestation bactérienne.

Ainsi, I'identification et la caractérisation de la microflore bactérienne dans le systeme digestif des
especes aquatiques représentent le premier maillon de toute recherche scientifique visant a tirer
profit des bactéries bénéfiques (pour une éventuelle production industrielle du probiotique) et
maitriser, d'autre part, l'effet des pathologies bactériennes dans une exploitation aquacole.
Lobjectif principal de ce présent travail est l'identification et la caractérisationde la microflore
bactérienne dans le systeme digestif de la crevette Penaeus vannamei dans différents stades
d'élevage.

I.MATERIELS ET METHODES

I.1. ECHANTILLONNAGE

Cette étude est réalisée au laboratoire de suivi des maladies bactériologiques a I'annexe de
Monastir du Centre Techniques d’Aquaculture . Le matériel biologique utilisé, provient du projet
pilote de I'élevage des crevettes a Melloulech (au centre-est de la Tunisie). Léchantillonnage est
effectué de Février a Mai 2022 a raison de 5 individus de crevettes par lot.

TABLEAU 1. LES CONDITIONS D’ECHANTILLONNAGE

1 28/02/2022

Température de I’eau: 28 a 30°C
2 15/03/2022

pH:85a9
3 29/03/2022

Salinité : 27,4 mg/1
4 18/04/2022 Oxveine d 7 68

xygene dissout : 7,68 m

5 10/05/2022 Ve gL




DOSSIER DU NUMERO

1.2. DIAGNOSTIC EXTERNE ET INTERNE

Cet examen consiste a la mesure du poids et de la longueur totale des échantillons de crevettes pour vérifier
leur homogénéité. Ensuite, une analyse de I'état morphologique des crevettes est effectuée pour déceler la
présence d’hémorragie, de Iésions cutanées, de nodules (formation anormale) et pour vérifier la présence de
déformation ou malformation ainsi que I'existence de parasites externe.

Quant a I'examen interne, une autopsie et une observation de I'état des organes digestif est réalisée pour la
recherche d’'une hémorragie, une anémie, une nécrose ou des parasites. Ainsi, une description de l'état des
organes internes comme I’'hépatopancréas et la couleur de I'estomac et de l'intestin a été réalisée (figure 1).

FIGURE 1: DIAGNOSTIC EXTERNE ET INTERNE DES ECHANTILLONS (CTA, 2022)
1.3. ANALYSE BACTERIOLOGIQUE

Les intestins des crevettes sont récupérés stériles, broyés et mis pour l'enrichissement bactérien dans des
bouillons sélectifs afin d'étre ensemencés aprés une étape d’incubation a 37°C pendant 24h sur des géloses
sélectives. Les conditions d’isolement des colonies sont récapitulées dans le tableau 2. Des colonies pures, de
morphologie spécifique (couleur et/ ou forme) étaient repiquée sur la gélose TSA et gélose MRS pour les
bactéries lactiques (incubation a 37°C/ 24h), pour la réalisation des tests d'identification biochimiques et
enzymatiques qui se résument par : test oxydase, catalase, identification par Api (Biomérieux) 20 E, Api 20NE
et Api 50CH (pour les bactéries lactiques).

TABLEAU 2: CONDITIONS D'INCUBATION
POUR L ISOLEMENT ET LE REPIQUAGE DES SOUCHES BACTERIENNES.

Contitin Normes Tunisienne (NT)
Bouillon  Gélose sélective d’incubation des Bactérie ciblée ¥ e
2 appliquée
geloses
EPA TCBS 37°C/ 24h Vibrionacae (NT 16.75-1(2019))
Bactéries
MRS MRS 37°C/ 48h Jactiques )
Bactéries .
L 37°C/ 24h halophiles (NT, IS0 21528-2:2004).
55 37°C 24h Salmonelles NT 16.15-3(2016)).
EPT VEEL 41°C/ 48h Escherichia coli (NT 16.12(2006)).
o Prseudomonas
Cetrnimide 44°C) 48h aersclionss -
I Clostridium
TSN 42°C/ 48h Sttt (NT 16.17(1983)).
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. RESULTATS ET DISCUSSION

Les échantillons examinés de crevettes sont de 50 individus classés en deux stades comme l'indique le

tableau 3:
TABLEAU 3. LES RESULTATS DES EXAMENS
EXTERNE ET INTERNE DES CREVETTES
Longueur moyenne
Echantillon Poids moyen (g) (cm) Observations

Lot1 6,84 10,86 - Absence des putréfactions
Présence des hémorragies au
niveau de la téte

Lot 2 1476 13,73 - presence d’estomacs et de
tubes digestifs normales et
sans hémorragie

- Lot 1 correspondant a un poids moyen de 7 g et de langueur moyenne 10,86 cm relatifs aux stades des
juvénile.

- Lot 2 correspondant a un poids moyen de 15 g et de langueur moyenne 13,73 cm correspondant aux stades
des adultes.

11.1. IDENTIFICATION DES BACTERIES RETROUVEES

Les résultats des analyses bactériologiques, des échantillons de crevettes montrent l'identification de diverses
especes de bactéries appartenant a 7 familles bactériennes différentes. Leur répartition est illustrée dans les
figures 2 et 3.

Lactebacillaceas

Shewanellaceas
21%

Burkholderioceae
12%

Enterobacterioceae
21%

Vibrionoceoe Aeromonadaoceoe

g5 18%

FIGURE 2 : PRINCIPALES FAMILLES BACTERIENNES IDENTIFIEES
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Les résultats montrent que les familles les plus dominantes sont les Shewanellaceae, les Enterobacteriaceae et
les Aeromonadaceae avec les pourcentages les plus élevés 21%, 21% et 18% respectivement ; alors que les
Vibrionaceae et des Lactobacillaceae ont présenté les pourcentages les plus faibles 9% et 7% respectivement.

m Shewanella putrufacias | citrobacter freundii m klebsiella oxytoca

m A.hydrophila m burkholderia cpacea ® cedecea davisae

m v.parahemolyticus m v.alginolyticus W enterobacter cloacae
m /actococcus lactis m /actobacillus pentosus m lactobacillus paracasei

m lactobacillus delbruechii

FIGURE 3 : PRINCIPALES ESPECES BACTERIENNES IDENTIFIEES

Les résultats de l'identification révelent une grande diversité bactérienne. En effet, treize espéces ont été
identifiées. Deux familles des bactéries pathogénes (Vibrio et Aeromonas) avec des pourcentages de 9% et
19% respectivement. De méme, on note la présence de différentes classes de bactéries non pathogénes avec
dominance de Shewanella (21%), suivi des Enterobacteriaceae (19%) (Citrobacter 9%, Klebsiella 5% et
Enterobacter 5%) et des bactéries lactiques bénéfiques pour l'organisme (18%) (Lactococcus 12%

et Lactobacillus 6%).

Cette diversité microbienne retrouvée au niveau du Microbiote du tube digestif de la crevette P.vannamei
peut étre expliquée par la diversité des fonctions physiologiques caractérisant chaque espéces ou groupe
d'espéces: digestion, absorption, osmo-régulation et prévention des maladies. Ce qui a été déja démontré par
Sonnenburg et al., 2016.

Le Tenant compte des propriétés inhibitrices des bactéries lactique envers de nombreux microorganismes
pathogenes ou d‘altération, on peut expliquer la stabilité observée de la pathogénicité de Vibrio et
Aeromonas résultant une absence de mortalité durant la période d’étude.

Ainsi cette diversité en espéces de bactéries au niveau du microbiote intestinal présentée dans la figure 3
affecte directement l'aspect physiologique, I'activité de la crevette, la digestion des nutriments, I'équilibre
énergétique et le fonctionnement du systeme immunitaire (Gorokhova et al., 2015, Liu et al., 2021). Plus
précisément, la microflore intestinale est étroitement liée a la physiologie de I'h6te et joue un réle important
dans la croissance de Penaeus vannamei et le maintien de la stabilité de 'environnement intestinal (Abid et al.,
2013, Cahenzli et al., 2013). Cependant, la composition du microbiote intestinal peut varier en fonction des
facteurs environnementaux et non environnementaux, tels que les composés inorganiques dans l'eau, les
nutriments dans les aliments, les parasites et les micro-organismes dans lI'environnement d’élevage (Liu et al.,
2020, Meneguz et al., 2018).
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11.2. REPARTITION DES BACTERIES ISOLEES PAR CLASSE DE TAILLE

Les deux lots de crevette objet de cette étude présente une diversité d'especes de bactéries dans le tube
digestif avec une distribution variable avec le temps (environ sur 5 mois).
Les figures 4 et 5 montrent la répartition des bactéries chez les deux lots en fonction du temps.
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FIGURE 4 : REPARTITION DES BACTERIES RETROUVEES
DANS LE LOT 1 EN FONCTION DU TEMPS
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FIGURE 5 : REPARTITION DES BACTERIES RETROUVEES
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D’apres la figure 4, on note que le germe le plus dominant est Shewanella avec une présence presque dans
tous les échantillons (sauf celui de 2802-) et avec un pic d'apparition de 60% (pour les échantillons du
152022/03/). Sa présence chez les crevettes peut étre liée a son existence naturelle dans le milieu ou vit
I'animal. Lespéce Aeromonas a été retrouvée dans 4 échantillons sauf le dernier du 1005-. Quant a l'espéce
Vibrio, sa présence a été notée uniquement dans deux échantillons (2802- et 1005-). En effet ces germes qui
sont pathogénes a la crevette, lors d’'un stress important peuvent engendrer des maladies et par la suite des
mortalités au niveau de I'élevage.

Les Entérobactéries (Citrobacter et Enterobacter) ont été moins identifiées (dans deux échantillons), leur
présence est naturelle dans la microflore de I'animal et n‘ont aucun effet pathogéne. Lespece Burkholderia
était moins fréquente dans les échantillons analysés (2903- et 2904-), c'est un germe d'origine exogéne qui se
retrouve dans l'eau et les sols et peut survivre pendant des périodes prolongées dans des environnements
humides. Les bactéries lactiques sont présentes dans tous les échantillons avec la méme distribution (un
pourcentage d'apparition dans chaque échantillon est entre 20% et 30%), ils ont été retrouvés dans les 5
prélévements effectués.

Concernant le germe Vibrio, on note sa présence uniquement pour les échantillons de 2802- et 1503-.

Pour Les Entérobactéries en remarque la présence Citrobacter et Enterobacter qui existe déja dans lot1 et
I'apparition des Klebsiella avec un pourcentage de 50%.

Le germe Burkholderia était présent dans les échantillons (2903- et 2904-).

Les bactéries lactiques sont présentes presque dans tous les échantillons sauf I'échantillon 4 de (2904-). La
présence de cette multitude des germes chez la crevette de poids moyen de 15g est presque la méme que
chezles crevettes de 7 g.

Ceci explique le fait que le microbiote intestinal pour les deux tailles de crevette 7g et 15g n'est pas différente
puisqu’on a retrouvé la méme répartition des espéces bactériennes avec presque les mémes pourcentages
d’'apparition (inférieur a 40% a l'exception de Shewanella putrifaciens). On note que, selon Rungrassamee et
al,, 2014 ; Oxley et al., 2002, Hung et al., 2018, la structure et la fonction des bactéries adhérant a la muqueuse
intestinale et colonisant l'intestin peuvent différer en raison de différences de propriétés physico-chimiques
et des nutriments dans le milieu d'élevage (Rungrassamee et al., 2014 ; Oxley et al., 2002, Hung eal., 2018).

11.3.REPARTITION DES BACTERIES RETROUVEES SELON LEUR
PROFIL DE PATHOGENICITE*

La répartition des bactéries identifiées a partir du tractus digestif des crevettes en élevage est classée selon le
pouvoir de pathogénicité, comme l'indique la figure 6.
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bactérie  bactérienon  bactérie bactérie  bactérienon  bactérie
pathogene  pathogéne lactique pathogene  pathogéne lactique
lot 1 lot 2

FIGURE 6 : REPARTITION DES BACTERIES SELON LEUR PROFIL
DE PATHOGENICITE
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D'apres l'allure des histogrammes, on remarque une répartition identique pour les deux lots : c’est toujours
les bactéries non pathogénes qui sont dominantes et représentent les pourcentages les plus élevés par
rapport aux autres types de bactéries (pathogénes et lactiques).

Mais il y a une légére différence qui touche en premier lieu, le taux des bactéries pathogénes chez lot 2 qui est
un peu élevé (28%) en comparaison avec le lot 1 (24%). En deuxiemes lieu, on note que le taux des bactéries
non pathogénes est trés élevé dans le lot1 (52%) par rapport au lot 2 (40%). En troisieme lieu, on trouve que le
taux des bactéries lactiques dans le lot 2 est un peu moins élevé (16%) par rapport au lot 1 (20%).

En fait, ces différences de répartition des bactéries pathogénes, non pathogeénes et lactiques entre les deux
lots, peuvent étre expliqués par la différence des facteurs liés a I'hote qui sont principalement I'age, le sexe le
stade physiologique, I'immunité et la maturité sexuelle. En effet, contrairement au lot1 qui sont des jeunes
sujets, le lot2 est constitué de pré-géniteurs qui sont en train de préparer leur systéemes producteurs pour la
reproduction, ce qui explique la défaillance de leur systemes immunitaires, la chute de leur immunité et par la
suite une augmentation légere des bactéries pathogénes dans leurs organisme d'ou la diminution des
bactéries non pathogénes et lactiques.

Dans notre travail, I'eau de I'élevage est propre (absence des germes pathogénes) et conforme aux conditions
physico-chimiques de Iélevage, qui sont des conditions favorables pour un élevage sain et équilibré. D'ou
I'absence de pathologies et des mortalités chez les crevettes.

Il estimportant de souligner I'importance de I'alimentation qui doit étre équilibré et de bonne qualité. En effet,
dans cette étude un seul aliment est distribué pour les deux lots et qui est de bonne qualité. Aussi, la densité
de I'élevage des crevettes par m* a été respectée, ce qui montre que les animaux ne sont pas en surcharge
favorisant une bonne aération et une bonne distribution de l'oxygéne dissous nécessaire a leur
développement et leurs mécanismes physiologiques. Toutefois, la présence des germes pathogenes chez la
crevette n'est pas alarmant que lors d'un stress exercé au niveau de I'élevage qui peut étre de divers origines
(manipulation, péche, traitement..) antibiotiques ce qui permet par la suite d'éviter tout probléme
d’antibio-résistance et d'échecs thérapeutiques.

CONCLUSION

Notre étude montre une diversité importante de bactéries au niveau de la microflore intestinale de la crevette
Peneaus Vannamei en élevage et l'existence d’'un équilibre entre ces différentes bactéries, ce qui permet une
bonne croissance, une meilleure digestion et une stimulation du systéme immunitaire qui favorise la
protection de I'espéce contre les pathologies.

L'étude de la microflore intestinale chez deux lots de crevette de tailles différentes 7g et 15g présente un
microbiote similaire et stable puisqu’on a trouvé la méme répartition des espéces bactériennes avec presque
les mémes pourcentages d'apparition entre les deux lots.

Ces résultats indiquent que notre milieu d’élevage, qui peut jouer un réle majeur dans la structure de la
microflore intestinale de Penaeus vannamei est quasiment stable de point de vue composés organiques et
inorganiques, les nutriments distribués, la richesse planctonique et les micro-organismes dans l'eau.
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