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RESUME

La supplémentation de la chitinase dans 1’alimentation a base des farines de MSN enrichies en
AGLPIs a été étudié dans cette expérience. Des etudes antérieures ont deja montre la capacité
de la chitinase & dégrader la chitine en triméres et dimeres de N-acéthylglucosamine. Ces
produits de dégradation de la chitine pourraient avoir des effets bénéfiques sur la croissance et
le fonctionnement des systémes digestifs et immunitaires des poissons. Malgré ce constat, tres
peu d’étude a nos jours ont été fait sur I’effet de la supplémentation de la chitinase dans les

régimes alimentaires a base de farines d’insectes enrichies en AGLPIs.

Dans cette étude, nous avons évalué les effets du remplacement de la farine de poisson par la
farine de mouche soldat noire (MSN) enrichie en acides gras essentiels et en chitinase, sur la
croissance, le systeme digestif et la capacité de défense immunitaire du tilapia du Nil
Oreochromis niloticus. Les régimes alimentaires utilisés dans cette étude étaient constitués
d’une part de farine de poissons et d’huile de poissons (FMFO) et d’autre part de farine de
larves de MSN obtenues a partir de différent substrat (animal et végétal) et enrichie en AGLPIs

et en chitinase.

Au total, 7 régimes isoproteiques et isolipidiques ont été formulés, un régime a base de farine
de poisson et d’huile de poisson et les 6 autres a base de farines de larves de MSN enrichies en
AGLPIs et en chitinase a des doses croissantes de 0, 2 et 5 g (VGDO, VGD2, VGD5, FODO,
FOD2 et FOD5). Les poissons répartis dans 21 bassins en raison de 3 bassins par traitement
¢taient nourris a satiété a raison de 3 repas par jours. A la fin de I’expérience, les parametres de

croissances, I’activité enzymatiques et les paramétres immunitaires ont été déterminer.

De maniére générale, la supplémentation de chitinase dans le régime alimentaire a base de
farines de MSN a amélioré les performances de croissance et d’utilisation alimentaire, ainsi que
I’activité des enzymes digestives chez le Tilapia du Nil Oreochromis niloticus. Il en ressort que

la dose est importante pour favoriser 1’action de la chitinase.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent 1’effet positive de la supplémentation de
chitinase a des doses appropriées dans 1’alimentation a base de farine de larves de MSN
enrichies en AGLPIs chez le Tilapia du Nil.
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1 Introduction bibliographique

1.1 Contexte et justificatif

La farine de poisson (FP) est l'une des sources de protéines les plus importantes dans les
aliments pour poissons, en particulier pour les poissons carnivores et les crustaces (Hua et al.,
2019). Sa richesse en acides aminés, sa bonne digestibilité et son appétence permettent
d'améliorer la prise alimentaire, la digestion et I'absorption des nutriments chez les poissons
(Miles et Chapman, 2006). Cependant, a cause de la réduction des stocks des poissons sauvages
pour la production de farine et d’huile de poisson, ces ingrédients ne sont plus durables (Arru
et al., 2019; FAOQ, 2018). Afin de préserver les ressources naturelles et de rendre I'aquaculture
durable, il est impératif de reduire l'utilisation d'ingrédients dérivés des péches de capture. La
recherche d'alternatives appropriées et durables aux FP et huile de poisson (HP) fait 1’objet de
plusieurs études, avec des ingrédients potentiels provenant de plantes terrestres, de sous-
produits animaux, d’algues ou d'insectes (Gatlin et al., 2007; Olsen et Hasan 2012; Boyd et
McNevin, 2015; Wan et al., 2019).

Les matiéres vegétales sont largement utilisees comme alternative a la Farine de poisson
(Naylor et al., 2009) et plusieurs travaux ont montré que la FP pouvait partiellement étre
remplacée par des protéines d’origine vegétales (Moniruzzaman et al., 2020; Nishshanka et al.,
2021). Toutefois, les protéines végétales ne peuvent pas remplacer des quantités élevées de FP
en raison de la présence de facteurs antinutritionnels, d'une teneur élevée en fibres brutes et d'un
profil d'acides aminés déséquilibré (Francis et al.,2001; Glencross et al.,2007). En 2013, la
FAO a proposé les insectes comme source potentielle de protéines alternatives pour les animaux
d’¢levage. Certains auteurs suggerent que les farines de mouches ont des valeurs nutritionnelles
presque similaires aux farines de poisson en ce qui concerne leur composition en protéines et
en acides aminés essentiels (Ayoola, 2010). A I’heure actuelle, quelques espéces d’insectes ont
été proposées pour l'alimentation des poissons d'élevage telles que le ténébrion meunier
(Tenebrio molitor) (Rema et al., 2019) ainsi que la mouche domestique (Musca domestica,
Auteur et date) et la mouche soldat noire (Huis, 2013). Les larves de mouches soldats noires
(BSF, Hermetia illucens (L. 1758)) se demarquent par leur capacité a étre élevées sur une large
gamme de matiéres organiques, leur cycle de vie relativement court (Li et al., 2011) et leur
composition élevée en protéines (42%) et matiéres grasses (29%), (Wang et Shelomi, 2017).
Elles offrent ainsi 1’opportunit¢ d’introduire un modéle d’économie circulaire par la
valorisation de matieres organiques residuelles pour produire des aliments qui sont utilises a

leur tour dans I’alimentation animale (Barragan-Fonseca et al., 2017).



De nombreuses études ont montré qu’il est possible de remplacer totalement I’huile et la
farine de poisson par des farines d’insectes enrichies dans 1’alimentation des poissons sans effet
négatif sur la composition des acides gras essentiels de la chair du poisson (Agbohessou et al.,
2021). Cependant cette derniére étude a montré que le remplacement total de la farine et huile
de poisson par la farine BSF enrichie en AGPI et AGPI-LC et I’huile végétale diminue la vitesse
de croissance ainsi que 1’efficience et la digestibilité des protéines, mais sans effets négatifs sur
certains parametres de I’immunité humorale comme le niveau des activités de lysozymes et de
complément ACH50 (Agbohessou et al., 2021). La chitine contenue dans les farines d’insectes
a été évoqué comme un des facteurs pouvant influencer négativement la disponibilité et la
digestibilite des protéines et donc les performances de croissance. Une supplémentation avec
16,2 U/kg de chitinase (ChiB565) chez des tilapia nourris avec un régime expérimental
contenant 5% de son de crevette a permis d'améliorer significativement la croissance et I'indice
de consommation par rapport a un régime témoin dépourvu de ChiB565. Le ChiB565
alimentaire a également amélioré la digestibilité de l'azote et a régulé a la baisse I'expression
intestinale de I'lL-1B. Les effets protecteurs immunologiques pertinents du ChiB565
alimentaire ont également été observés pendant 2 a 3 jours apres I'exposition a I'agent pathogene
Aeromonas hydrophila (Zhang et al., 2014). Malgré ce constat, trés peu d’études ont été

réalisées sur les effets de I’incorporation de la chitinase dans le régime alimentaire des poissons.

Le tilapia du Nil est la quatriéme espéce de poisson d'élevage dans le monde, représentant
8% de la production intérieure mondiale totale (FAO, 2018). Le tilapia du Nil est un poisson
omnivore présentant des avantages sur la dégradation de la chitine. En effet, les polysaccharides
font partie de la composition de la nourriture naturelle (zooplancton) du tilapia (Sparatus, 1978).
La capacité de dégrader la chitine des farines d'insectes et de crevettes par la présence
d'enzymes chitinolytiques provenant des muqueuses pancréatiques et gastriques a déja été
clarifiée pour certaines especes de poissons teleostéens (Rotta, 2003 ; Stech et al.,2009).
Compte tenu des avantages possibles du tilapia en matiére de dégradation de la chitine et de ses
habitudes alimentaires omnivores (Molinari et al., 2007), la farine d'insectes est un potentiel

aliment pour les alevins de tilapia du Nil.



1.2 Généralités sur Iutilisation de la farine de poisson dans I’alimentation des
poissons

Les farines de poissons ont été longtemps considérées comme les principales sources de
protéines, d’acides aminés et d’acide gras essentiels comme les oméga-3 chez les poissons
carnivores (Huang et al., 2019). Les pourcentages d'inclusion de farine de poisson dans les
régimes pour la carpe et le tilapia peuvent étre de 5-7%, peuvent varier entre 40% a 55%
pour la truite, le saumon et certains poissons marins (Cahu 2004). Pour d’autres espéces, il
reste encore 10 a 15 % de farines de poissons dans les régimes alimentaires malgré de
nombreux efforts consentis ces dernic¢res années pour la recherche d’ingrédients alternatifs,
(Burel et Médale, 2014). La farine de poisson est généralement ajoutée a I’aliment de
certains animaux d’¢élevage (porcs, volaille, poissons) pour accroitre 1’efficacité alimentaire
et le taux de croissance grace a leur bonne appétence ; elle permet également une bonne
digestion et absorption des nutriments (Miles et Chapman, 2006). Les régimes typiques
pour la plupart des poissons peuvent contenir de 32% a 45% de protéines totales en poids
(Miles et Chapman, 2006).

Les farines de poisson proviennent de la péche de poissons pélagiques dont 30% des
prises sont utilisées pour nourrir des animaux, ce qui constitue un détournement d'aliments
qui pourraient étre consommés directement par les humains (FAO, 2016). Depuis quelques
annees, on assiste a une augmentation du prix des farines et des huiles de poisson, qui est
due a la raréfaction de la ressource halieutique et d’une demande croissante en farine de
poissons (Merino et al., 2012; FAO, 2016). Du fait de la croissance exponentielle de la
production aquacole, I’utilisation de farines de poissons ne peut plus étre considérée comme

durable.

Les recherches sur de potentielles sources de protéines alternatives pour 1’alimentation
des poissons au cours des derniéres décennies se sont focalisées sur le remplacement partiel
ou complet de la farine de poisson (Adam, 2020). De nombreuses sources d’aliments

alternatifs sont actuellement a 1’étude.

1.3 Alternatives a I’utilisation des farines de poissons dans I’alimentation des
poissons

1.3.1 Substitution de la farine de poisson par les farines végétales
Plusieurs travaux ont été menés dans le but de remplacer la farine de poisson par des sources
de protéines alternatives, moins colteuses et disponibles localement (Gonzalez-Felix et al.,

2010 ; Ayadi et al., 2012). Parmi ces alternatives, les plus appropriees semblent étre les

3



protéines végétales, en particulier les protéines qui ne sont pas adaptées a la consommation
humaine. Toutefois en fonction des taux incorporation et des especes, on peut observer des
effets différents (Francis et al., 2001). De maniére générale, I’inclusion de protéines végétales
dans I’alimentation des poissons est limitée en raison des carences en acides aminés essentiels,
en acides gras longs polyinsaturés (AGLPIs), de facteurs antinutritionnels et d’une mauvaise
appétence (Gomes et al., 1995). De plus, les plantes ne sont pas capables de synthétiser les
AGLPIs ; elles ne produisent que de 'acide a-linolénique a chaine courte (18:3n-3, ALA), qui
est le principal composant des membranes des chloroplastes photosynthétiques (Ward et Singh,
2005 ; Sayanova et al, 2006 ; Ruiz-Lopez et al., 2012). Plusieurs études ont été menées dans le
but de remplacer partiellement ou totalement la farine de poisson par des farines végétales. Une
étude sur la substitution de la farine de poissons par la farine de soja supplémentée a de la
méthionine a montré une augmentation des performances de croissances et d’utilisation
alimentaire chez des hybrides de tilapia (Oreochromis niloticus x Oreochromis mossambicus)
(Figueiredo-Silva et al.,2015). Les travaux menés par Ochieng et al. (2017) ont prouvé qu’il
était possible de remplacer jusqu’a 25% de farine de poisson par de la farine de tournesol sans
affecter la croissance chez le tilapia du Nil (Oreochromis niloticus). Toutefois, il en ressort que
la plupart des sources de protéines (soja, graines de coton, tournesol, canola, mais, graines de
blé) utilisées pour la fabrication d’aliment pour poissons, présente un deficit en un ou plusieurs
acides aminés essentiels et contiennent en outre des facteurs antinutritionnels qui interferent

avec la croissance (Gonzalez-Salas et al., 2014).

1.3.2 Substitution de la farine de poisson par les farines des sous-produits animaux
Dans les années 1970-1980, des essais de valorisation de coproduits d’origine animale
tels que la farine de viande osseuse, la farine de sang, les farines de déchets de poissons et les
farines de sous-produits de volaille ont connu un certain intérét. La farine de sang malgré sa
teneur élevée en protéines (85 %), sa valeur biologique est limitée du fait de ses faibles
concentrations en méthionine, isoleucine et arginine et du large exces de lysine. Les déchets de
poissons (en particulier les viscéres) ont un grand potentiel d'utilisation pour la production
d'huile d'abats de poissons. Par exemple, les visceres de la carpe indienne d'élevage contiennent
environ 40,6 a 43,8 % de lipides (Mondal et al., 2007). Une étude portant sur le remplacement
partiel de la farine de poissons par la farine de testicules de saumon a montré une augmentation

des performances de croissances chez le tilapia du Nil Oreochromis niloticus (Lee et al., 2015)



Une substitution de 23% de protéine de farine animale par la farine de viande osseuse
a montré que les performances de croissance n’étaient pas affectées chez 1’anguille Anguilla
australis australis (Engin et Carter, 2005). Chez le bar européen, I’hydrolysat de protéine de
poisson (FPH), fabriquée a partir de sous-produits de différentes especes d'élevage (tilapia,
crevettes) a été inclus dans des régimes comme substitut de la farine de poisson (5 % de matiere
seche) sans effets négatifs sur le métabolisme et les performances de croissance des poissons
(Leduc et al., 2018). Chez la daurade royale, le FPH a été testé en remplacement partiel de la
farine de poisson dans les aliments sans affecter les parametres zootechniques et la morphologie
intestinale (Fronte et al., 2019).

1.3.3 Utilisation des farines d’insectes
1.3.3.1 Intérét et espéces testées dans la I’alimentation des poissons

Ces derniéres années, plusieurs travaux ont fait I’objet d’étude d’insectes en tant que
candidats a la substitution de la farine de poisson dans 1’alimentation des poissons (Henry et
al., 2015). Parmi la grande variété des insectes, plus d’une dizaine ont été testés et jugés
appropriés comme source alternative de protéines dans lI'alimentation des espéces de poissons
d'élevage (Henry et al., 2015). Le tableau 1 présente les différentes espéces testées dans

I’alimentation des poissons.



Tableau 1 : Insectes testés pour 1’alimentation des poissons (Henry et al.,2015)

Ordre Noms scientifiques Noms communs
Zonocerus )
) Criquet puant

variegatus

Orthoptera i i i __
Poekilocerus pictus Criquet indien
Locusta migratoria Criquet migrateur

Isoptera Macrotermes spp. Termittes spp.
Tenebrio molitor Ver de farine

Coleoptera Oryctes rhinoceros Scarabée rhinocéros du cocotier
Zophobas morio Ver de farine géant

Lepidoptera Bombyx mori Bombyx du murier
Culex pipiens Moustique commun

Diptera Hermetia illucens Mouche soldat noir
Musca domestica Mouche domestique

Plusieurs de ces espéces ont une forte teneur en protéines et un profil équilibré en acides
aminés (Barosso et al., 2014), ce qui fait d’eux des bons candidats a la substitution de la farine
de poisson. La teneur des insectes en acides gras n'est pas toujours optimale pour la nutrition et
la santé animale (Gomez Candela et al., 2011), car caractérisée par de faibles quantités d’acides
gras mono insaturés (AGMI) et d'acides gras polyinsaturés (AGPI) (St-Hilaire et al., 2007 ;
Barragan-Fonseca et al., 2017). Leur composition globale reste tres variable selon leur stade et

le substrat d’¢levage.

Certaines especes d’insectes peuvent étre utilisées au stade adulte en rapport avec
I’évolution de leur richesse en nutriments s (Makkar et al., 2014). L'inclusion dans le régime
alimentaire de 13 a 25 % d'orthoptéres adultes (sauterelles ou criquets) n'a pas réduit la
digestibilité ou la croissance du poisson-chat ou du tilapia (Alegbeleye et al., 2012). La
croissance du poisson-chat a été amélioree par l'inclusion de 13 % de farine de criquet puant
(Zonocerus variegatus) dans un régime qui présente un profil en acides aminés essentiels

trés proche des besoins du poisson-chat africain et riche en AGPI (Alegbeleye et al., 2012).



Une réduction de la croissance n'a été constatée que lorsque la farine de poisson était

totalement remplacée par des criquets puants chez le poisson-chat africain et le poisson-
chat marcheur (Clarias gariepinus et C. batrachus) (Alegbeleye et al., 2012) et ce résultat
pourrait étre associé a une réduction de la digestibilité des protéines et des lipides et/ou a

des carences en arginine et en Lysine (Alegbeleye et al., 2012).

1.3.3.2 Qualités nutritives des farines d’insectes
Les insectes ont toujours été utilisés par I’homme comme source alternative de protéines
lorsque les sources principales se font rares (Ramos-Elorduy, 1997). Plusieurs espéces
étudiées ont de forte teneur en protéines (Anacridium aegytium : 66% de matiére séche), un
profile en acides aminés presque comparable a la farine de poisson (Barosso et al.,2014).
Cependant les insectes présentent un déficit en acides gras essentiels (EPA et DHA) et des

teneurs élevées en oméga 6 et lipides monoinsaturés (Barosso et al., 2014).

Plusieurs études ont éte menees pour déterminer l'effet de différents substrats de
croissance sur la composition corporelle des larves de MSN. Spranghers et al. (2017) ont
étudié l'effet de différents substrats de croissance, tels que les aliments pour poules, les
déchets végétaux et les déchets de restaurant sur la composition corporelle des larves de
MSN. Les résultats de I'étude ont révélé que la teneur en protéines brutes (PB) était plus
élevée chez les larves issues du substrat a base de reste de restaurant (déchets organiques)
(43 %) et la plus faible dans les substrats de déchets végétaux (39 %). La teneur en lipides
brutes (LB) était plus élevée chez les larves issues des substrats de déchets de restaurant et
ceux de déchets végétaux (36-38 %). Cependant, la teneur en chitine de larves de MSN se
situait entre 5,7 % et 6,7 %. Des changements dynamiques dans la composition des
nutriments ont été observés chez des MSN cultivés sur du substrat & base d’aliments de
poulets de chair (Liu et al.,2017). La teneur en protéine brute (PB) était de 38 % chez les
larves de 12 jours. La valeur moyenne pour les PB était de 43 % au stade de la pré-pupe. La
teneur en lipides brutes (LB) a augmenté au cours du développement larvaire et s'est
maintenue dans des proportions comprises entre de 22 et 28 %. Selon Jucker et al. (2017),
la teneur en PB dans les larves MSN cultivés sur des fruits, des Iégumes et le mélange fruits-
légumes était de 12 a18 %. La teneur en LB a été de 21 % chez les larves cultivées sur du
substrat a base de fruits et de 3 % chez les larves cultivées sur des légumes. La teneur en
cendres des larves était de 4 % dans les substrats a base de fruits et de légumes. En outre,
Newton et al. (2005) ont signalé que la teneur en protéine brute des larves cultivées dans du

fumier de volaille et de porc était de 43 %. Cependant, des variations de la teneur en lipides



ont été signalées entre les substrats (35 % dans le fumier de volaille et 27 % dans le fumier
de porc). La teneur en cendres dans les substrats a base de fruits et de Iégumes était de 16
%. Par conséquent, il est évident que le substrat de croissance a un impact direct sur la

composition proximale des larves de MSN.

Dumas et al., (2018) ont montré que la farine de MSN peut contenir 2,73% de chitine alors
que Renna et al., (2017) et Tevora et al. (2019) mentionnent des teneurs de 5 %. La chitine
est un polymeére linéaire d’unités N-acétyle qui entre dans la composition de 1’exosquelette
des crustacés, des insectes ainsi que de la paroi cellulaire des champignons (Tharanathan et
Kittur, 2003). La chitine que I'on trouve chez les crustacés est englobée dans une matrice
de protéines et de minéraux (principalement du calcium) (Johnson et Peniston, 1982 ; No et
al., 1989), tandis que la cuticule des insectes est composée de chitine dans une matrice de
protéines, de lipides et d'autres composes (Kramer et al., 1995). Il a été emis I'nypothese
que ces formes matricielles de la chitine peuvent réduire I'acces des chitinases ou des
protéinases a leurs substrats et empécher l'absorption des protéines et des lipides par
I'intestin (Tanaka et al., 1997), réduisant ainsi non seulement la digestibilité de la chitine,
mais aussi celle des lipides et des protéines, avec une réduction subséquente de I'utilisation
des nutriments et des performances de croissance des poissons. Ce composé peut avoir des
effets sur la digestibilité. Le tableau 2 nous montre les effets de la chitine sur le systéme

immunitaire, la croissance et la survie de quelques especes de poissons.

Une étude portant sur I’effet de la chitine sur le systéme digestif et immunitaire des poissons
a montré que ce composé peut se lier aux biles lors du transit, réduisant ainsi la digestion et
I’absorption des lipides (Ringg et al., 2012). De méme, Dumas et al. (2018) ont obtenu une
faible valeur de digestibilité pour les lipides (43%) liée a la présence de chitine dans une
moulée contenant des farines de larves de de BSF chez la truite arc-en-ciel. Une étude in
vitro sur la digestibilité des protéines de farines d’insectes a permis de mettre en évidence
qu’il existe une corrélation négative entre la digestibilité des protéines brutes et le contenu

en chitine des différents regimes (Marono et al., 2015).



Tableau :2 Effets de la chitine sur le systtme immunitaire, la croissance et la survie de

quelques espéces de poissons.

Espeéces Dose et durée Effet sur I’'immunité, la croissance Reéférences
d’administration et la survie
Daurade Injection de Augmentation de [Dactivité du Esteban et al.
royale chitine en complément hémolytique et de (2000)
(Sparus intrapéritonéale I’activité phagocytaire
aurata L.) (IP) (0.1 mg) - 3,
5 et 10 jours
Daurade Chitine (25, 50, Augmentation de [Dactivité du Esteban et al.
royale 100 mg kg-1) -2, complément (2001)

4, 6 semaines

Rohu (Labeo
rohita)

Chitine (25 mg
kg-1) — 15 jours

Augmentation du taux de survie et

de la résistance bactérienne

choudhury et

al. (2005)
Carpe Chitine (10 g kg- Augmentation de [Dactivité du Gopalakannan
commune 1) —90 jours lysozyme et du taux de survie et Arul (2006)
Cyprinus
carpio
Tilapia Chitine (0, 20, 50 Diminution des performances de Shiau et Yu
(Oreochromis or 100 g kg') -8 croissances. (1999)
niloticus x O. semaines
aureus)

1.3.3.3 Effets de la farine de MSN sur la croissance, les systemes digestif et
immunitaire chez les poissons

Les larves de mouche soldat noire (ou « Black soldier fly »,) (Hermetia illucens) contiennent

des quantités élevées de protéines (environ 40% de la matiére seche) et ont un profil

relativement bien équilibré d’acides aminés essentiels (AAE) (Henry et al., 2015; Liland et al.,

2017; G. Wang et al., 2019). Ce sont aussi de bonnes sources de lipides, avec un contenu des

matieres grasses, qui peut varier de 7,9 % a 40 % (Finke 2015; Meneguz et al., 2018).




Plusieurs expériences ont été réalisées avec les farines de mouches soldat noires. Le tableau 3
résume les effets de I’inclusion de la MSN dans les régimes de différentes especes de poissons.
Aucun niveau d'inclusion de BSF n'a conduit a une meilleure performance de croissance des
poissons que les poissons nourris avec des régimes témoins riches en farine de poissons
(PRIYADARSHANA et al., 2021). Cependant, certains niveaux d'inclusion de larves de BSF
ont montré un gain de poids similaire a celui des poissons nourris a la farine de poissons : 6 %
chez la barbue de riviére (Newton et al., 2005), 15 % (St-Hilaire et al., 2007) ou 18-36 % chez
la truite arc-en-ciel (Sealey et al., 2011), avec une amélioration des teneurs en acides gras
polyinsaturés et en acides gras longs polyinsaturés dans la chair des poissons nourris au BSF
(Sealey et al., 2011), 5-25% d'inclusion dans le saumon de I'Atlantique, Salmo salar, ou les
régimes BSF étaient supplémentés par des acides aminés (Lys et Met) (Lock et al., 2016). Des
niveaux d'inclusion plus élevés (12-30%) ont reduit de maniére significative la croissance des
poissons chez la barbue de riviére, la truite arc-en-ciel et le turbot, Psetta maxima (Newton et
al., 2005; St-Hilaire et al., 2007; Kroeckel et al., 2012). Des niveaux ¢élevés d’inclusions de
farine de larves de BSF (15,78%) ont montré un effet negatif sur la digestibilité des lipides
chez Monopterus albus.(Hu et al., 2020). Une inclusion alimentaire de 20% et 40% de farine
de BSF en substitution a la farine de poisson n’a pas modifi¢ de maniére significative les traits
histologiques du foie et de l'intestin de la truite arc-en-ciel, suggérant aucune influence négative

sur la capacité digestive (Kroeckel et al., 2012; St-Hilaire et al., 2007).

Chez le tilapia Oreochromis niloticus, des niveaux d’inclusions (3, 6 et 9%) de farine de MSN
n’a montré aucune différence sur les paramétres de croissance comparé au témoin, exception
faite sur 1’efficience protéine qui a significativement diminuée (Toriz-Roldan et al.,2019). Les
travaux de Devic et al. (2018) sur la substitution partielle de la farine de poisson par la farine
de larves de BSF associée a de la farine de sous-produits de volaille n'a pas affecté la croissance,
I'utilisation et I'efficacité alimentaire, mais a modifié la composition en acides gras de la chair
du tilapia du Nil. Cependant, le remplacement total de la farine de poissons par la farine de
larves de MSN enrichie en AGLPI a montré une réduction de la croissance, de 1’éfficacité
alimentaire et de I’efficacité protéique chez les juvéniles de tilapia du Nil Oreochromis niloticus
(Agbohessou et al.,2021). Un autre aspect intéressant est que les larves de BSF présentent une
activité antibactérienne diversifiée contre les bactéries Gram-positive et-négative et les
champignons, suggérant un réle potentiellement important dans le controle des agents

pathogenes résistants (Elhag et al., 2017); ce qui peut augmenter I'immunité et la croissance de
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la méme maniére que les antibiotiques alimentaires a faibles doses sous-thérapeutiques (Gadde

etal., 2017).

Tableau 3 : effets de I’inclusion de la MSN dans les régimes de différentes especes de poissons.

(Burchell, 1822)

Espéces de | Taux d’inclusion des | Effets Références
poissons larves de MSN

Juvéniles de | Jusqu’a 30% Pas d’effets négatifs sur les | (Talamuk ,2016)
poissons chat performances de croissance

africains  Clarias jusqu’a 20%

gariepinus

Saumon atlantique
(Salmo salar

Linnaeus, 1758)

Jusqu’a 100%

- Pas d’effets négatif sur la

croissance jusqu’a 85%.

- Modification du profil en

acides gras dans la chair

- Réduction des coefficients
de digestibilité apparent des

protéines et lipides.

Lock et al. (2016) ;
Belghit et al. (2018)
; Li et al. (2019) ;
Stenberg et al.
(2019)

Juvéniles de
Tilapia bleu
Oreochromis
aureus
(Steindachner,

1864)

Larves hachées et
congelées, jusqu’a
100%

Pas d’effet négatif sur les
performances de croissance

jusqu’a 100%

Bondari and

Sheppard (1981)

Juvéniles de Bar
européen
Dicentrarchus
labrax (Linnaeus,
1758)

Jusqu’a 45%

- Pas d’effets négatifs sur la

croissance jusqu’a 45%.

- Pas d’effets sur les activités

de I’amylase et des protéases.

Sanchez-Muros et
al. (2014) ; Lopez
(2015) ; Magalhaes
et al. (2017) ;
Abdel-Tawwab et
al. (2020)
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1.4  Apercu du systeme immunitaire chez les poissons

Les constituants essentiels du systéme immunitaire des mammiféres comme les macrophages,
lymphocytes B et T sont retrouvés chez les poissons (Biller-Takahashi et Urbinati, 2014). A
1I’éclosion, leur immunité innée est rapidement mise en place pour se protéger des pathogénes
de I’environnement (Rombout et al., 2005). L’ontogenése du systéme immunitaire des poissons
commence des le développement embryonnaire avec une génération de lignées macrophagiques
actives bien avant 1’éclosion (Herbomel et al.,1999). Les lignées leucocytaires s’établissent
durant I’embryogenése au fur et & mesure de la spécialisation des cellules embryonnaires avec
une régionalisation des organes lymphoides primaires : rein antérieur, rate et thymus. (Tort,
2011).

Plusieurs études ont été faites sur les effets de la chitine sur le systeme immunitaire des
poissons. Dans une étude sur la dorade royale (Sparus aurata L.), Esteban et al. (2000) ont
injecté de la chitine (0,1 mg de particules de chitine) par voie intraveineuse ou avec 1 mg de
chitine par voie intrapéritonéale et ont évalué les réponses immunitaires humorales et cellulaires
3, 5 ou 10 jours apres l'injection. Les daurades injectees avec de la chitine par intraveineuse
n'ont pas éte affectées dans leurs réponses immunitaires innées. Cependant, les poissons injectés
par voie intrapéritonéale ont montré une augmentation des réponses immunitaires humorales et
cellulaires telles que l'activité du complément hémolytique naturel. Les travaux de Sakai et al.
(1992) ont rapporté que les truites arc-en-ciel auxquelles on avait injecté de la chitine
présentaient une stimulation des activités des macrophages et une résistance accrue a l'infection
par V. anguillarum. Sur base de leurs résultats, les auteurs ont suggéré que la chitine avait des
effets immunostimulants chez la truite arc-en-ciel. De méme, Gopalakannan et Arul (2006) ont
donné 0 et 10 g de chitine/kg a des carpes communes (Cyprinus carpio) dans des conditions de
terrain pendant 90 jours. L'activité du lysozyme et I'activité des neutrophiles des carpes traitées
étaient stimulées de maniére significative. Lorsque les poissons traités ont été injectés par voie
intrapéritonéale avec Aeromonas hydrophila au 45eéme jour, le pourcentage relatif de survie a
augmenté jusqu'a 40% chez les poissons nourris a la chitine. Chez la carpe commune, l'apport
alimentaire de chitine a renforcé le systeme immunitaire inné et la résistance a l'infection par
A. hydrophila.
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Figure 1 : Les différents compartiments lymphoides chez les téléostéens. Head kidney : rein antérieur,
Mucous skin : peau muqueuse, Gills : branchies, Liver : foie, Spleen : rate, Gut-associated lymphoid-

tissue : tissue lymphoide associé a I’intestin (Tort et al., 2003)

1.4.1 Immunité innée ou naturelle

La peau, le mucus créent une premiere barriére physique et chimique aux agents
pathogenes invasifs et font ainsi partie des composantes du systeme immunitaire inné. Le mucus
de la peau contiennent des substances capables d’inhiber la croissance bactérienne (Yano,
1996). Le mucus, en plus de sa capacité de pieger avec des mucopolysaccharides visqueux,
contient plusieurs substances antibactériennes a large spectre tel que des peptides anti-
microbiens (ou PAMS), des lectines, le lysozyme et des protéines de phase aigu (acute phase
proteins ou APP) (Ellis, 2001). Le plasma contient également plusieurs facteurs bactéricides ou
bactériostatiques. Le lysozyme et les lectines se retrouvent en plus grandes concentrations dans
le plasma que dans le mucus. Le systétme du complément est également une composante
majeure de I’immunité innée puisqu’il peut étre activé directement par les LPS bactérien (voie
alternative) mais aussi par les anticorps (voie classique) et indirectement par la protéine C-
réactive et les lectines attachées aux surfaces bactériennes (Yano, 1996 ; Ellis, 2001). Les trois
classes d’interférons impliqués dans I’inhibition de la réplication virale (a. (3 et y) existent

également chez les téléostéens (Yano, 1996).

Une multitude de cellules sont impliquées dans les défenses non spécifiques, incluant
les monocytes et macrophages, les granulocytes (hétérophiles. éosinophiles et basophiles chez
certaines especes de poissons) et les cellules cytotoxiques NCC (non specific cytotoxic cells)
équivalentes aux cellules NK des mammiferes (Secombes, 2016). Les cellules NCC sont
capables d’éliminer les cellules tumorales, les cellules infectées par des virus et les parasites

protozoaires (Secombes, 1996).
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1.4.2 Immunité acquise ou adaptative

Contrairement a I’immunité innée, I’immunité adaptative ou acquise produit une réponse
specifique de I'antigéne. Cette réponse est produite de maniere spécifique par le fait que les
cellules de I'immunité adaptative notamment les lymphocytes T fonctionnels portent un seul
type de récepteur (TCR pour « T Cell Receptor ») acquis dans 1’organe appelé thymus capable
de reconnaitre spécifiquement un déterminant antigénique (Mathieu et al., 2009). La réponse
adaptative est généralement caractérisée par une mémoire immunologique et apparait
secondairement mais rapidement aprés une exposition répétée au méme agent pathogéne et
demeure essentielle pour une immunité durable au niveau de son organisme (Wang et
Secombes, 2013). La réponse immunitaire est produite grace a un transfert rapide de
I’information des acteurs de I’immunité innée aux acteurs cellulaires (lymphocytes) de
I'immunité adaptative. Cette coordination est assurée par les cellules dendritiques (CD) qui sont
des cellules fondamentales présentant 1’antigéne pour réguler la réponse immunitaire (Alli et
al., 2004).

La deuxieme phase de réponse de 1’organisme fait intervenir un ensemble de cellules
notamment les cellules lymphoides et surtout les lymphocytes B qui sont responsables de la
réponse immunitaire humorale en produisant des anticorps et les lymphocytes T responsables,
responsables des réponses cellulaires (auxiliaire, cytotoxique ou régulatrice) (Carcelain et al.,
2018). A chaque type de lymphocyte s’associe une immunité spécifique qui peut étre soit a
médiation humorale, soit a médiation cellulaire. L’immunité a médiation humorale est li¢e aux
4 lymphocytes B et aux cellules qui en dérivent directement, les plasmocytes. Les plasmocytes
eux-mémes produisent des immunoglobulines ou anticorps qui, appartenant a une famille de
protéines globulaires, se divisent en plusieurs classes (IgG, IgM, IgA, IgD et IgE). Quant a
I’immunité a médiation cellulaire, elle est liée aux cellules lymphocytes T. Ces deux types
d’immunité spécifique interagissent ensemble dans la production des anticorps contre la plupart
des antigenes (Galazka, 1993). Ces cellules s’impliquent au fur et a mesure jusqu’a ce que la
phase non-spécifique est remplacée par la phase d'entretien qui est une phase spécifique menant
a I'élimination du pathogene envahisseur tout en garantissant le moins de blessures possibles a
I'ndte (Rebl et Goldammer, 2018).
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1.5 Systeme digestif du tilapia du Nil et utilisation de la chitinase comme
supplément alimentaire

1.5.1 Régime alimentaire

Le tilapia du Nil est essentiellement phytoplanctonophage en milieu naturel (Huchette et
Beveridge 2003) et peut aussi ingérer des sédiments riches en bactéries et diatomées surtout a
I’étape d’alevin (0 a 5 g) (Lacroix, 2004). Mais en milieu controlé (systemes de pisciculture)
cette espece est pratiquement omnivore (euryphage) valorisant divers déchets agricoles
(tourteaux d'oléagineux, dréches de brasserie, farine de tomate...) (Salah et al., 2006), tirant
parti des excréments de porcs ou de volailles, de déchets ménagers, acceptant facilement des
aliments composés sous forme de granulés, etc... Cette capacité d'adaptation a divers aliments
et déchets est phénoménale et est a la base de sa haute potentialité pour la pisciculture. Chez les
tilapias, les besoins en protéines varient en fonction du poids de 1’individus (26 a 40% de la
matiére seche de I’aliment) (NRC,2011) tandis que ceux en acides gras essentiels (18 : 2n-6)
sont a environ 1% de la ration (Cahu, 2004). Les besoins en énergie sont compris entre 1,507
et 1,632 MJ pour un individu de 100g (Luquet et Moreau, 1989).

1.5.2 Enzymes digestives

Chez les poissons herbivores et omnivores , dépourvu d'estomac, le rdle de la pepsine est repris
par des protéases alcalines, qui sont plus actives dans un environnement alcalin (Silva et
Anderson, 1994). Le niveau d’activité des enzymes varie en fonction de la taille des

individus (Klahan et al., 2009).

L'activité des protéases alcalines est initialement faible dans les premiers stades juvéniles et la
digestion générale des protéines dépend fortement des phosphatases alcalines plutdt que des
enzymes peptiques (Klahan et al., 2009). Une baisse de l'activité protéasique a été corrélée a
une diminution de la proportion de farine de poisson dans I'alimentation (Silva et Anderson,
1994).

Une étude sur I’inclusion des farines de BSF dans 1’alimentation de la carpe Jian n’a montré
aucune différence dans ’activité des alpha-amylases intestinales, de la trypsine, ou des lipases
(li et al., 2017). De méme aucune différence n’a été observé dans I’activité de la trypsine
intestinale chez le saumon atlantique (Belghit et al., 2019). Chez le Zebrafish, I’inclusion de
farine de BSF a des taux élevés (25 a 100% ) a montré une réduction de 1’activité de la trypsine,
de la phosphatase alcaline et de 1’alpha amylase au niveau de I’intestin.(Fronte et al., 2019). La

carbohydrase (a-amylase) est produite dans le pancréas et, comme la lipase, elle a été identifiée
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dans le suc pancréatique, I'estomac et les intestins mais pas nécessairement chez toutes les

especes.

L'inclusion alimentaire d'enzymes exogenes qui améliorent la digestibilité des nutriments,
notamment des polysaccharides non amylacés (PNA) et du phosphore phytique, gagne en
importance dans les aliments pour animaux aquatiques (Ai et al., 2007 ; Adeola et Cowieson,
2011 ; Dalsgaard et al., 2012).

Gooday (1990) propose trois origines possibles pour I'enzyme chitinolytique du tractus digestif
des vertébrés : endogene, c'est-a-dire provenant de I'animal lui-méme ou exogeéne, c'est-a-dire
produite par un microbiote intestinal commensal ou encore provenant de la nourriture ingéree.
Des observations chez de nombreux poissons, dont la plupart ont un régime alimentaire
comprenant des arthropodes ou des mollusques chitineux, ont permis de proposer un role lié a
la digestion pour les chitinases (Karasov et Hume, 2011). La plupart des poissons ont de fortes
concentrations de chitinases dans le tube digestif et I'activité chitinolytique la plus élevée se
trouve dans lI'estomac (Yoshida et Sera, 1970 ; Micha et al., 1973 ; Fange et al., 1979 ; Lindsay
et Gooday, 1985 ; Sabapathy et Teo, 1993 ; Matsumiya et Mochizuki, 1996 ; Gutowska et al.,
2004).

1.5.3 Supplémentation en chitinase dans le régime alimentaire des poissons

La chitine est un polysaccharide de glucosamine et de N-acétylglucosamine (NAG) (Cohen,
2001), elle est le composant structurel majeur de nombreux organismes, dont les champignons,
crustacés, mollusques, ceelentérés, protozoaires et algues vertes (Rinaudo, 2006; Khoushab et
Yamabhai 2010). Certains auteurs comme Zhang et al. (2014) ont signalé que la chitine dans
les régimes alimentaires pourrait conduire a une mauvaise accessibilité des enzymes a leur
substrat et réduire le temps de rétention des matiéres fécales. La plupart des poissons
consommant les insectes semblent posséder une certaine forme d'enzymes dégradant la chitine,
telles que les chitinases et/ou des chitobiases dans leur tractus gastro-intestinal (Karasuda et al.,
2004; Fines et Holt, 2010). Les travaux de Lindsay et al (1984) ont montré que des niveaux
élevés de chitinase digestive sont associés a des poissons, tels que le cobia (Rachycentron
canadum), qui ne possédent pas de structures mécaniques pour décomposer les exosquelettes
chitineux des proies. Quelques travaux ont été fait sur 1’effet de la supplémentation des
chitinases dans le régime alimentaire des poissons. La chitinase peut hydrolyser la chitine en
oligosaccharides de chitine, y compris des oligoméres, le chitobiose et la NAG, qui pourraient

jouer le rble d'agents antibactériens, d'inducteurs de lysozyme et d'immunostimulateurs (Zhang
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et al., 2012). La supplémentation alimentaire en chito-oligossaccharide (COS) a 0,2 g kg-1 a
amélioré les performances de croissance et la fonction immunitaire non spécifique de la truite
arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) (Liu et al.,2012 ; Luo et al. 2009). Des doses de COS
alimentaire entre 4 et 6 g kg-1 donné a T. ovatus a stimulé sa croissance, la conversion des
aliments, les activités sériques du lysozyme et de la superoxyde dismutase, et l'efficacité
protectrice contre Vibrio harveyi (Lin et al. 2012a). De méme, La COS alimentaire a une dose
de 0,125 g kg-1 a amélioré la croissance de Cyprinus carpio ainsi que ses réponses immunitaires
telles que les activités sériques du lysozyme et de la superoxyde dismutase, et la protection
contre l'injection intrapéritonéale d'A. veronii (Lin et al. 2012b). Shiau et Yu (1999) dans leur
étude ont rapporté que la supplémentation alimentaire en chitosan réduit la croissance du tilapia,

quel que soit le niveau de supplémentation.

1.6 Objectif

Cette étude vise a évaluer les effets de la substitution de la farine et huile de poisson par
les farines de larves de MSN enrichies en acides gras polyinsaturés et en chitinase a différentes
doses sur les performances de croissance, la digestibilité et les fonctions immunitaires des

juvéniles de tilapia du Nil.
Plus spécifiquement, il s’agit de :

- Déterminer 1’effet des farines de BSF enrichies sur les performances de croissance
du tilapia du Nil.

- Evaluer I’effet des farines de BSF enrichies sur la digestibilité des nutriments et les
enzymes digestives ;

- Déterminer I’effet des farines de BSF enrichies sur le statut immunitaire, notamment

I’immunité humorale.
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2 Matériels et méthodes

2.1 Enrichissement des farines de larves d'insectes

La production de farine de larves de MSN et I'essai d'alimentation in vivo des poissons ont été
réalisés dans les installations de I'unité de recherche en hydrobiologie et aquaculture (LHA) de
la Faculté des sciences agricoles de I'Université d'Abomey-Calavi (FSA/UAC) au Bénin. Les
procédures de soins et de gestion des animaux ont été menées conformément aux directives

européennes (directive européenne 2010/63/UE).

Les larves ont été élevées dans des insectariums en triplicata. Afin de moduler leur composition
en acide gras polyinsaturé (AGPI), deux types de substrats ayant des compositions
biochimiques différentes ont été utilisés. Un substrat de culture végétale (VGD) était composé
de farine de soja (777.4g/Kg de matiére séche), de feuilles et de graines d'Euphorbia
heterophylla L. (EH) (1509/Kg) et d'huile de colza (72.69/Kg), contenant des concentrations
élevées de LA et ALA. Un substrat de culture d'abats de poisson (FOD) était composé de farine
de soja (320,1g/Kg) et d'abats de poissons marins (679,99/Kg) riches en acides gras longs
polyinsaturés (AGLPI) (EPA et DHA). Les feuilles et les graines d'EH ont été séchées a I'ombre
pendant trois jours. Les déchets de poissons ont été séchés dans un four électrique (Heraeus,
Lille, France) a 70°C pendant 3 jours. Afin d'obtenir des substrats homogenes et de faciliter
I'ingestion par les larves, les différents ingrédients ont été broyés dans un moulin électrique
(David 4V, ltalie) et réduits en poudre. Les farines ont ensuite été mélangées selon les
proportions de chaque régime et humidifiées jusqu'a 70%.

La production des pré-pupes de MSN a été réalisée en deux étapes : I'élevage des mouches
soldats noires dans des cages d'élevage en nylon (75 x 75 x 115 cm, Bugdorm, Taichung,
Taiwan) et la croissance des larves dans des récipients en plastique blanc, rectangulaires et
transparents (42 cm x 29 cm x 25 cm). Les larves de MSN ont été élevées pendant 14 jours a
une température de 26,83 £ 0,48°C pendant I'expérience. Les récipients d'élevage sont dotés
d'un systeme incliné vers le bas pour faciliter le retrait des pré-nymphes des substrats et sont

équipés d'un canal en PVC pour permettre la collecte automatique des larves (Hoc et al., 2019).

Apres la récolte, les larves ont été rincées avec de l'eau stérilisée et ensuite sechées dans un four
a 60°C pendant 72 h jusqu'a ce que leur poids se stabilise. Apres séchage, les larves ont été
broyées pour produire de la farine de larves d'insectes. Ces farines larvaires ont été stockées a
-20°C et leur composition biochimique a été determinée avant l'incorporation dans la

formulation des régimes alimentaires des poissons experimentaux.
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2.2 Régimes expérimentaux

Sept régimes isoprotéiques (318g de protéines/kg) et isolipidiques (129g de lipides/kg) ont été
formulés. Le régime témoin (FMFO) contenait de la farine de poisson (FP) et de I’huile de
poisson (HP) comme source de protéines et de lipides respectivement. Dans les 6 autres
régimes, la farine de poisson a été totalement remplacée par la farine de larves de mouche soldat
noire produites sur des substrats différents et donc enrichies d’une part en acide gras linolénique
(ALA), substrat végétal (VGD) et d’autre part en ALA + EPA (acide eicosapentaénoique)
substrat animal (FOD). Les régimes ainsi obtenus ont été supplémentés par des doses
croissantes de Og, 2g et 5g de chitinase produite a partir de Aspergillus niger (Creative
Enzymes, USA) (VGDO, DV2, DV5, FODO, FOD2, FODS5). Les tableaux 1 et 2 montrent la
formulation et la composition chimique des différents régimes. Les ingrédients végétaux des
farines ont été cuites a la chaleur, et tous les ingrédients alimentaires ont été homogénéisés. De
I'eau a été ajoutée progressivement (35-40% des ingrédients secs) aux ingrédients pré-mélangés
et mélangés pendant 10 min supplémentaires. Le melange homogénéisé a été passé dans une
machine a granulés (BD-GP70, Henan BEDO Machinery Equipment, Chine) a une vitesse de
700RMP. La machine était équipée pour ajuster la taille des boulettes (1,2-2,2 mm de diamétre)
en fonction de la taille du poisson. Les boulettes ont ensuite été séchées sous une hotte a

température ambiante pendant 12 h et finalement stockées a -4 °C.

Tableau 4 : Composition des ingrédients (g/Kg de la matiere séche) et teneur en nutriments
des régimes expérimentaux.

Ingrédients

(g/Kg de la Contrdle FMFO | VGDO | VGD2 | VGD5 | FODO | FOD2 | FOD5
matiére seche)

Mouche soldat 0 2256 | 2256 | 2256 | 2172 | 2172 | 2172
noir (BSF)

Farine de 110 0 0 0 0 0 0
poisson

STO‘}g”ea“ de 233.1 2425 2425 2455 242.4 243.4 246.4
Farine de Mais 430.5 341.8 339.8 333.8 350.3 347.3 341.3
Huile de

Mentaden 30 0 0 0 0 0 0
Huile de Palme 48 38.7 38.7 38.7 38.7 38.7 38.7
Farine de Sang 100 100 100 100 100 100 100
Carboxymethy!l 5 5 5 5 5 5 5
cellulose

Premix 10 10 10 10 10 10 10
vitamines

Premix 10 10 10 10 10 10 10
mineraux

BHT 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
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Bétaine 20 20 20 20 20 20 20
BHA 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Méthionine 3 5 5 5 5 5 5
Tryptophane 0 1 1 1 1 1 1
Chitinase 0 0 2 5 0 2 5
TOTAL 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Composition chimique approximative (g/Kg de la
matiére seche)

Matiere seche 908.54 911.44 909.65 908.77 912.49 910.04 909.74
Cendres brutes 57.62 55.81 57.56 51.65 58.44 61.98 71.06
Protéine brute 318.40 318.80 318.70 318.60 318.20 318.50 318.80
Matiere grasse 123.00 129.70 129.70 129.70 127.40 127.40 127.40

Tableau 5 : Composition en acides gras (% des acides gras totaux identifiés) analysée dans des

régimes expérimentaux

Composition en Acides gras ((% du total des acides

gras identified)
C12:0 0.6 337 37 337 59 29 29
1 1 1

C14:0 295 522 522 522 58 585 5.85
. 315 13.8 138 138 226 226 22.6

C16:0 2 2 2 2 8 8 8

C18:0 426 2 2 2 059 059 059
. . 38.8 547 547 547 581 581 58.1

Acides gras satureés total 9 5 5 5 5 2 5

C16:1n-7 339 229 229 229 059 059 059

C18:1n-9 303 264 264 264 239 239 239

C20:1n-9 117 054 054 054 O 0 0

Total monoenes 349 292 292 292 245 245 245

C18:2n-6 (LA) 171 136 136 136 11.0 11.0 110

C20:4n-6 (ARA) 0.15 0 0 0 0 0 0

Total n-6 PUFA 172 136 136 136 11.0 11.0 110

C18:3n-3 (ALA) 082 226 226 226 068 068 0.68
C20:5n-3 (EPA) 464 0 0 0 200 200 2.00
C22:6n-3 (DHA) 323 0 0 0 0 0 0
Total_n-3PUFA 869 226 226 226 268 268 2.68
n-3:n-6 050 017 017 017 024 024 024

2.3 Elevage et alimentation des poissons
L'expérience d'alimentation a été réalisée dans un systeme d'aquaculture en recirculation (RAS)

comprenant des systemes de filtration mécanique et biologique de I'eau. Un ensemble de 630
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juveniles (poids corporel initial = 5,57 + 0,05 g) a été réparti de maniére aléatoire dans 21
bassins avec une densité de 30 poissons par bassins et trois repétitions de bassins par traitement

alimentaire.

2.4 Evaluation de la digestibilite

Un essai de digestibilité a été réalisé sur les mémes poissons que ceux utilisés pour le test de
croissance. Les poissons ont été nourris avec un régime contenant de I'oxyde de chrome (Sigma,
Adrich) servant de marqueur inerte a une concentration de 1% (Cr203, 10g kg-1) par rapport a
la formulation précédente. Les poissons ont été nourris dans les mémes conditions que celles
de I'expérience de croissance. Une semaine apres l'acclimatation aux nouveaux régimes, les
féces ont été collectées avec un siphon deux fois par jour, le matin et I'apres-midi, pendant trois
semaines. Les feces se sont rapidement déposées au fond de la cuve et sont restées en grande
partie intactes, de sorte que les pertes de nutriments et de marqueurs ont été minimisées. Les
granulés rejetés par les poissons ont été soigneusement retirés avant la collecte des feces. Des
quantités suffisantes de feces ont été collectées, lyophilisées et immédiatement conservées a -
20 °C jusqu'a I'analyse. La concentration d'oxyde de chrome dans les aliments et les féces a été

déterminée a I’aide de formules appropriées.

CUDaMS : Coefficient d’utilisation digestive apparent de la matiere seche = 100 - 100 (% de

marqueur dans le régime alimentaire / % de marqueur dans les feces)

CUDaprotéine : Coefficient d’utilisation digestive apparent des protéines (%) = 100 - 100 ((%
marqueur dans l'alimentation / % marqueur dans les féces) x (% protéines dans les féces / %

protéines dans l'alimentation)).

CUDa lipide : Coefficient d’utilisation digestive apparent des lipides (%) = 100 - 100 ((% de
marqueur dans l'alimentation / % de marqueur dans les feces) x (% de lipides dans les féces /

% de lipides dans lI'alimentation)).

2.5 Paramétres de croissance et d’utilisation alimentaire

Afin d'évaluer les performances de croissance et l'utilisation des aliments, tous les poissons ont
été pesés individuellement au début et a la fin de I'expérience. La mortalité a été enregistrée
quotidiennement. Les performances de croissance et l'utilisation de la nourriture ont été

déterminées en utilisant les formules appropriées.

2.5.1 Parametres de croissance
Gain de poids (%) = (Pf—Pi) x 100/ Pi
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Taux de croissance spécifique noté SGR (% / j) = 100 x (InPf — InPi)/ dt ;
Taux de survie noté S (%) = (100 x Nf)/Ni

2.5.2 Parameétres d’utilisation alimentaire

Taux de conversion alimentaire (TCA ou FCR) = Rd/ (Bf — Bi) ;
Efficacité alimentaire noté ECA (%) = 100 x (1/FCR) = 100 x (Bf — Bi)/Rd ;
Taux d’efficacité des protéines noté PER = (Pf— Pi) / (RdPC) ;

Ou Pf = poids moyen final (g) et Pi = Poids initial (g) ; dt = nombre de jours d’¢levage ; Ni =
nombre de poissons a la mise en charge et Nf = nombre des poissons a la récolte ; Bi = biomasse
initiale (g), Bf = biomasse finale (g), et Rd = ration distribuée (g) ; RdPC = ration protéique
consommée ; Prf = Protéines contenues finalement par poisson (g) et Pri = Protéines contenues

initialement par poisson (g)

2.5.3 Prélévement d'échantillons

Au début de I'expérience, 10 poissons ont été euthanasiés au hasard par immersion dans une
solution d'acide éthylaminobenzoique (MS222 : 240 mg/L) pour l'analyse de la composition
initiale du corps entier. A la fin de I'essai d'alimentation (jour 60), le nombre total de poissons
et leur poids corporel ont été enregistrés pour déterminer le taux de survie (TS) et le taux de
croissance speécifique (SGR). 6 poissons ont été échantillonnés au hasard dans chaque réservoir
et anesthésiés au MS222 (120 mg/L, Sigma). A l'aide de seringues héparinées, du sang a été
prélevé pour le plasma a partir de la veine caudale de 6 poissons dans chaque bassin de réplique
(18 poissons par traitement). Les échantillons de plasma ont été obtenus par centrifugation a
4000xg pendant 15 minutes a l'aide d'une microcentrifugeuse réfrigérée a haute vitesse et
conservés a -80°C jusqu'a I'analyse ultérieure des parametres de I'immunité innée (activité du
lysozyme, activité du complément, immunoglobuline totale et activité peroxydase totale).
Aprés dissection, 1'estomac et I’intestin ont été préleves apres 30 (J30) et 53 jours et congelés

sur de la glace séche, puis stockés a -80°C jusqu'a I'analyse de I'activité des enzymes digestives

2.5.4 Challenge au lipopolysaccharides (LPS)

Les lipopolysaccharides (LPS), également appelés lipoglycanes ou endotoxines, sont de grosses
molécules constituées d’un lipide et d’un polysaccharide de la membrane externe des bactéries
Gram négatives. Ils ont été utilisés dans cette étude pour stimuler le systeme immunitaire des

poissons.
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A la fin de I'expérience, 10 poissons par bassin (30 par traitement) ont recu une injection
intrapéritonéale de 0,1 ml de LPS pur provenant d'Escherichia coli 055 : B5 (Sigma-Aldrich,
France) (5 mg/kg de poisson). La suspension de LPS a été préparée le méme jour en dissolvant
les cellules lyophilisées dans du sérum physiologique stérile (0,9% p/v de NaCl). La dose
d'administration de LPS a été choisie sur la base d'études antérieures sur O. niloticus (Lazado
Pedersen, 2016 ; Liu et al., 2016 ; Mohammadi et al., 2020). 6 poissons par bassin du groupe
de contréle (n = 18) ont également recu un volume égal de sérum physiologique stérile sans
LPS.

2.6 Analyses des farines d’insectes, des diétes et des féces

La teneur en matiere séche a été déterminée en déshydratant les échantillons dans une étuve a
105°C pendant 12h La teneur en cendres a été déterminée en incinérant les échantillons dans
un four a moufle chauffé a 550°C pendant 4 h, puis refroidissement dans un dessiccateur. La
teneur en matieres grasses a été déterminée par la méthode d'extraction de Folch. La teneur en
protéines brutes de lI'aliment a été estimée selon la méthode de distillation de Kjeldahl aprés
digestion des échantillons a l'acide sulfurique (Kirk, 1950). Un facteur de conversion
protéine/azote de 6,25 a été utilisé pour les échantillons d'aliments (Mariotti et al., 2008). Pour
les régimes a base de prépupes de MSN, un facteur de conversion protéine/azote de 4,76 a été
utilise, comme suggeré par Janssen et al. (2017), afin d'éviter de surestimer la teneur en
protéines en raison de la présence d'azote non protéique provenant de la chitine chez les

insectes.

2.7 Activités des enzymes digestives

Les échantillons d'estomac et d'intestin de quatre poissons par bassin (12 poissons par
traitement) ont été homogénéisés dans 10 volumes (v/w) de PBS (NaH2PO4 : 20 mM, NaCl :
6mM, pH : 6.9). Les activités de la phosphatase alcaline intestinale (AP) et de I'aminopeptidase
intestinale (N) ont été évaluées selon Bessey et al. (1946) en utilisant respectivement le p-
nitrophényle phosphate (Sigma-Aldrich) et le p-nitroanalide de leucine (Sigma-Aldrich)
comme substrats. L'activité de la trypsine intestinale a été évaluée selon Holm et al. (1988) et
Métais (1968), telle que décrite par Gisbert et al. (2009). L'activité de I’amylase stomacale de
I'extrait brut a été déterminée par la méthode de I'hydrolyse de I'amidon, décrite par Bernfeld
(1951). L'activité de la pepsine de I'estomac a été évaluée en appliquant la méthode de Cuvier-
Péres et Kestemont (2001).
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2.7.1 Quantification des protéines des extraits enzymatiques

Un dosage de protéines a été effectué par la méthode de Bradford (Bradford, 1976). Cette
méthode consiste a utiliser I’albumine de sérum bovin pour établir une gamme étalon (2000
pg/ml) en protéines. Une courbe standard a été faite pour I’obtention d’une équation de
régression linéaire qui nous a permis de calculer la teneur en protéines des échantillons. Les

activités enzymatiques sont exprimeées en activités spécifiques (U ou mU mg de protéine-1).

2.8 Mesure des parametres immunitaires

L'activité du lysozyme sérique (LA) a été déterminée selon le protocole d'Ellis (1990) adapté
pour le tilapia du Nil. Trente microlitres de plasma ont été placés dans des puits de
microplaques, et 100 puL de substrat de Micrococcus luteus (Schroeter, 1872) Cohn, 1872
fraichement préparé (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) (0,6 mg/mL de Na2HPO4 0,05 M, pH
6,2) ont été ajoutés en triplicat. L'absorbance correspondant a la lyse de Micrococcus luteus a
été mesurée a 450 nm pendant 30 min a intervalles réguliers (5 min). Une unité (U) de lysozyme

a eté déterminée comme une diminution de I'absorbance de 0,001 par minute.

L'activité de la peroxydase totale (AP) dans le sérum a été mesurée selon Hossain et al. (2017),
avec gquelques modifications. De maniére succincte, 5 uL de sérum ont été dilués avec 70 pL
de solution saline équilibrée de Hank (HBSS) sans Ca*2 ou Mg*? dans des plaques a 96 puits a
fond plat. Ensuite, 25 pL de substrat de peroxydase (chlorhydrate de 3,3',5,5' tétraméthyl
benzidine) (TMB ; ThermoScientific Inc., USA) a été ajouté. Le mélange de sérum a été incubé
pendant 2 min. La réaction de développement de la couleur dans les échantillons de sérum a été
arrétée en ajoutant 25 pL d'acide sulfurique 4 M et la DO (450 nm) a été mesurée dans un

lecteur de plaques. Le PBS a été utilisé comme blanc a la place du sérum.

L'activité alternative du complément hémolytique plasmatique (ACH50) a été évaluée selon
Sunyer et Tort (1995), modifiée ultérieurement par Milla et al. (2010). Briévement, 10 pL de
suspension de globules rouges de lapin (RRBC, Biomerieux, Mary-I'Etoile, France) en
suspension a 3 % dans un tampon véronal a été mélangé avec des dilutions sérielles de plasma
(50 pL de volume total). L'hémolyse 100 % a été obtenue en ajoutant 60 puL d'eau distillée a
10uL de RRBC. Le controle négatif (eau fraiche) a été obtenu en ajoutant 60 ul. de tampon
véronal a 10 uL de RRBC. Les échantillons ont été incubés 100 min a 27 °C et centrifugés
(3000%g, 5 min, 4 °C). Ensuite, 35 pL de surnageant a ét¢ transféré dans une nouvelle
microplaque afin de mesurer I'absorbance a 405 nm. La valeur ACH50 a été définie comme

I'inverse de la dilution du plasma qui a induit I'némolyse de 50% des RRBC.
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Le taux d’immunoglobuline totale (IgT) a été séparée du plasma par précipitation avec du
polyéthyléne glycol, comme décrit par Anderson et Siwicki (1995). Le plasma (0,1 ml) a été
introduit dans des flacons de sérum en plastique et 0,1 ml de polyéthylene glycol a 12 % a été
ajouté et incubé a température ambiante pendant 2 heures en mélangeant constamment. Apres
incubation, les solutions ont été centrifugées a 7000 g pendant 10 minutes. La teneur en
protéines du surnageant a été déterminée en utilisant un kit de dosage des protéines. Le contenu
total en immunoglobulines a été déterminé en soustrayant la teneur en protéines du surnageant

a la teneur totale en protéines du plasma.

2.9 Traitement des données et analyses statistiques

Les données ont été traitées grace au Microsoft Excel 2016 et analysées a 1’aide du logiciel
statistique R version 3.5.1. Aprés vérification de I’homogénéité des variances, 1es moyennes
ont été soumises a une analyse de la variance a 2 (jour x substrat x ) et a 3 facteurs (jour x dose
x substrat) (ANOVA 2 et 3). Les différences entre les moyennes ont été considérées comme

significatives a une valeur de p < 0,05.

3 Résultats

3.1 Influence des régimes sur les parametres de croissance et
d’utilisation alimentaire

Les paramétres de croissance, d’utilisation alimentaire et de survie sont présentés dans le
tableau 7 et les figures 2 a 3. Les paramétres de croissance (poids final, gain de poids relatifs et
taux de croissance spécifique) ont significativement différé entre les poissons nourris avec la
FMFO et ceux nourris avec les farines d’insectes quel que soit le substrat d’élevage des insectes
utilise (DVG et FOD). Une exception est cependant faite entre les poissons nourris avec le
FMFO et ceux nourris avec FOD5 qui n’ont statistiquement présenté aucune différence
significative. Les différents paramétres de croissance présentent une différence significative
entre les jours J30 et J53.
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Comme pour la croissance, un effet positif a été observé chez les poissons nourris avec le
régime FOD5 car les valeurs de D’efficacité alimentaire et I’efficacité protéique étaient
similaires a celles observées pour les poissons nourris avec la FMFO. En revanche, ceux nourris
avec les autres farines d’insectes ont montré des valeurs significativement plus faibles
comparativement avec les lots nourris le regime FMFO ou FOD 5. De maniére générale, les
poissons nourris avec les farines d’insectes n’ont pas présenté de différence pour la plupart des
paramétres étudiés quel que soit le substrat d’¢levage a I’exception du lot nourrit avec FOD5
qui a montré une différence significative avec les autres pour le poids final, ’efficacité
alimentaire et I’efficacité protéique (annexe4). Les régimes n’ont eu aucun effet sur la prise

alimentaire et la survie des poissons.
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Figure 2 : Poids final (PF) et Taux de croissance spécifique (TCS) a J30 et J53 des juvéniles
de Tilapia du Nil soumis aux différents régimes
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Tableau 6 : Performances de croissance, utilisation alimentaire et survie des juvéniles

d’Oreochromis niloticus soumis aux différents régimes

Parametres FMFO | VGDO VGD2 VGD5 FODO |FOD2 FOD5
Poids initial (q) 550 +0.02 | 554+0.06 | 5.61+0.02 | 558+0.02 | 550+ 0.08 | 5.54 +0.02 | 5.65 + 0.04
Gain de poids relatif | 579.20% | 387.10+ | 42099+ | 38216+ | 44549+ | 43855+ | 51854+
(%) 51.08° 47.10° 42.90% 44,52 18.44b 34,50t 81.30%
Prise alimentaire 0.63+005 | 0.55+0.03 | 058+0.06 | 0.53+0.02 | 0.63+0.08 | 0.59 +0.06 | 0.61 % 0.09
(g/poisson/jour)

) 84.44 + 8555+ | 8222+ | 9333: | Oolilz

0,
Survie (%) 88.88 £ 1.92 6.94 90.00 £5.77 192 509 882 192

3.2 Effets des régimes sur la digestibilité

Les résultats de digestibilité sont présentés dans le tableau 7. La farine de MSN enrichie en

AGLPIs a montré une tendance a la réduction des coefficients de digestibilité pour les trois

nutriments analysés et quel que soit le type de substrat. En rapport avec 1’enrichissement en

chitinase, le coefficient de digestibilité de la matiére séche n’a montré aucune différence

significative pour les différents régimes, a I’exception du lot nourri avec le VGD5 qui a présenté

une réduction de la digestibilité (P=0,0004) comparé aux autres groupes. Pour ce qui est du

CDa des protéines, la méme tendance est observée avec une réduction du CDa pour les farines

enrichies en AGLPIs et des valeurs similaires pour les régimes ayant été supplémentés par la

chitinase. Exception faite du lot nourri avec le VGD5 qui a présenté une réduction significative

de la digestibilité. Le coefficient de digestibilité des lipides a présenté des valeurs élevées et n’a

pas été significativement affecté par les différents régimes.

Tableau 7 : Coefficient de digestibilité apparente (CDa) des juvéniles de Oreochromis

niloticus soumis aux différents régimes

Parametres FMFO VGDO VGD2 VGD5 FODO FOD2 FOD5
7262+ |68.61+ 67.21 + 56.07+ |70.80+ 65.49 + 7152 +
CDa(MS) (%) [1.39a 2.24a 3.47a 0.74b 1.63a 5.25a 3.24a
CDa(Protéine {87.61+ |74.51+ 73.39 68.00+ [80.78 £ 79.89 + 86.04 +
) (%) 1.16a 3.15ab 8.70ab 9.54b 3.92ab 4.48ab 5.06a
CDa(Lipide) [95.75+ [90.69 + 9221+ 9131+ (88.72% 90.26 + 89.52 +
(%) 0.23 2.98 3.78 7.50 1.73 4.93 2.56
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3.3 Activités des enzymes digestives

Les données de 1’activité des enzymes digestives de cette étude sont présentées dans le tableau
8 et la figure 4.L ’activité de ’aminopeptidase a J30 a tendance a augmenter dans les régimes
enrichis en AGLPIs, alors qu’elle présente des différences significatives entre les régimes
enrichis en chitinase avec une valeur significativement faible pour le lot FOD5. A J53 on
observe aucune différence significative entre les régimes. Avec cependant une activité qui a
tendance a augmenter chez les poissons nourris au régime enrichi en AGLPIs et a réduire dans
le groupe nourri avec un supplément de chitinase. La trypsine quant a elle a présenté a J30 une
activité significativement faible dans les lots nourris aux régimes enrichis en AGLPIs comparé
aux valeurs des lots ayant recus des doses de chitinase. L’activité la plus élevée étant observée
pour les poissons alimentés avec le régime FOD2. Toutefois, I’activité des lots nourris aux
régimes riches en AGLPIs est restée similaire a celle du lot témoin (FMFO). A J53, la méme
tendance est observée avec une activité faible pour les régimes enrichis en AGLPIs
comparativement a 1’activité élevée observée dans les lots nourris avec 1’aliment supplémenté
par la chitinase. Une exception est cependant faite avec les poissons du lot nourri avec VGD5
qui présente une significativement faible par rapport au lot témoin. L’amylase, la pepsine et la
phosphatase alcaline ont montré une activité similaire entre les poissons du lot témoin (FMFO)
et ceux nourris avec la farine d’insectes. L’amylase a présenté une activité similaire aussi bien
dans I’estomac que dans I’intestin, quel que soit le jour du prélévement. Les régimes n’ont eu

aucun effet sur I’activité de la trypsine.
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Tableau 8 : Niveau d’activités des enzymes digestives des juvéniles du tilapia du Nil soumis a

différents régimes alimentaire (30°™ et 53°™ jours de). Les valeurs sur une méme ligne

n’ayant pas la méme lettre sont significativement différentes.

Parameétres

Jour

S

FMFO

VGDO

VGD2

VGD5

FODO

FOD2

FOD5

Amylase
intestin (U
mg.

Proteine-1)

J30

7,68+1,1
9

7,40+0,7
9

7,16%4,0
1

9,55+6,0
3

7,42+17
7

12,034,
30

4,74+4.4
5

J53

8,83+7,7
4

6,09+5,5
2

8,28+1,8
3

6,06+3,5
8

6,41+1,3
2

8,44+2,3
0

7,93+2,8
8

Pepsine (mU
mg.

Proteine-1)

J30

85.24 +
4.92ab

73.14 +
10.63ab

71.68 =+
6.32ab

50.33 +
4.86b

8591 =+
31.60ab

96.46 =+
30.22ab

5459 +
8.61ab

J53

115.05 +
8.45a

97.49 =+
32.07ab

7787 *
28.17ab

92.18 =+
9.94ab

98.26 =*
38.41ab

9484 =
10.06ab

67.67 *
21.46ab

Phosphatase
alcaline (mU
mg.

Proteine-1)

J30

37,141
0,38ab

62,54+1
1,26a

53,71+1
6,95ab

48,96+1
2,41ab

27,33%1
2,51b

56,7445,
6lab

48,61+1
9,69ab

J53

35,96+1
3,41ab

46,465,
73ab

39,2149,
0lab

32,5541,
79ab

42,3242,
52ab

31,6948,
19ab

30,41+1
1,27ab
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Figure 4 : Niveau d’activités de I’aminopeptidase et la trypsine chez les juvéniles de tilapia du

Nil Oreochromis niloticus a J30 et J53.

3.4 Parametres immunitaires

Les paramétres immunitaires ont été évalués en mesurant le niveau sanguin (plasma ou sérum)
de [lactivit¢ du lysozyme, du complément, de la peroxydase ainsi que les taux
d’immunoglobulines totales (figure 5) aprés 30, 53 et 54 jours de nourrissage. Avant le
challenge bactérien (J53), I’activité du lysozyme a tendance a étre faible dans les lots nourris
avec les régimes enrichis en AGLPIs. En rapport avec 1’enrichissement a la chitinase, 1’activité
semble étre élevée. Les poissons nourris au régime VGD5 montrent une différence significative
pour P’activité du lysozyme avec les poissons du lot témoin. Apres le challenge, (J54) les
groupes nourris avec les régimes enrichis en AGLPIs sont significativement différents entre
eux et le lot nourri avec FODO montre une différence significative avec le lot ttmoin (FMFO).
Au sein des groupes nourris avec 1’aliment enrichi en chitinase, on observe des différences
significatives entre les lots VGD5 et FOD2, de méme entre FOD5 et FOD2 et aussi entre FOD5
et VGD2.

Le complément a J30 ne montre pas de différence d’activité entre les lots enrichis en AGLPIs
d’une part et les lots enrichis en AGLPIs + chitinase d’autre part. I’activité du complément est
similaire pour les lots FMFO, FODO, VGDO0, VGD5 et FOD2 et FODS5. Toutefois, on a une
activité qui tend a étre élevée pour les poissons alimentés avec les régimes FOD2 et VGD2. A
J53, aucune différence significative n’est observée entre I’activité des lots des différents
régimes. Toutefois, on a une activité qui tend a augmenter pour les poissons du lot FMFO et

ceux du lot FODS5. Apreés le challenge bactérien, (J54) on observe une différence significative
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entre les poissons nourris au régime enrichi en AGLPIs (FODO et VGDO0). De méme au sein
des lots supplémentés en chitinase on observe des différences significatives entre les activités
des lots nourris a VGD2 et FOD2 également entre FOD5 et VGD5 et FODS5 et FOD2.

Avant le challenge bactérien, (J30) on observe aucune différence significative entre ’activité
de la péroxydase des poissons des différents régimes. Toutefois I’activité tendant a étre la plus
élevée se trouve chez les poissons du régime VGDS5, tandis que ’activité la plus faible est
observée dans le lot témoin (FMFO). A J53, Iactivité de la péroxydase est similaire dans tous
les groupes. Apreés le challenge bactérien, on observe une augmentation de I’activité de maniére
générale. Les lots nourris avec les régimes enrichis en chitinase ont une activité similaire, tandis
qu’entre les lots nourris avec les régimes enrichis en AGLPIs, on observe une différence
significative d’activité entre les lots de FODO et ceux de VGDO. Cependant 1’activité de dans

tous les regimes reste similaire a celle du témoin.

Le taux des immunoglobulines totales n’a montré aucune différence significative chez les
poissons avant le challenge bactérien aussi bien a J30 qu’a J53. Les taux dans les régimes a
base des farines d’insectes sont restés similaires au taux du lot témoin. Aprés le challenge
bactérien, on observe une augmentation du taux d’immunoglobulines totales. Les groupes
nourris avec le régime enrichi en AGLPIs présentent des taux similaires qui ont tendance a étre
faible. De méme, les lots alimentés avec les régimes enrichis a la chitinase montrent des taux
similaires et ont tendance a étre élevés. Les poissons du lot VGDO présentent des taux
significativement faibles par rapport au lot témoin, le reste de régime présente des taux

similaires a celui du lot témoin.
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Figure 5 : Paramétres immunitaires (A : activité du lysozyme, B : activité du complément, C :

activité de la peroxydase, D : taux d’immunoglobuline totale) chez Oreochromis niloticus
soumis a différent régimes alimentaire. Les rectangles ne portant pas la méme lettre au sein du
méme graphique sont significativement différents.
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4 Discussion

4.1 Effets des différents régimes sur les parameétres de croissance

Le poids final des poissons nourris avec les farines d’insectes supplémentée avec 5g/kg de
chitinase (FOD5) a montré une valeur significativement élevée (p<0.05) par rapport au témoin
(FODO0). De méme, Le taux de croissance spécifique des poissons du lot FOD5 a montré une
valeur similaire a celui des poissons du lot témoin (FMFO), tandis cette valeur est
significativement plus élevée que celui des poissons du lot FODO. Ces résultats indiquent un
effet positif de la chitinase sur la croissance. La méme tendance est observée pour I’efficacité
alimentaire et 1’efficacité protéique des poissons nourris avec FODS5, qui présentent tous deux
des valeurs significativement élevées par rapport au témoin a la chitinase (FODO0). Zhang et al.
(2013) a obtenu une augmentation du poids final chez le Tilapia en supplémentant avec une
dose de 16,2U/kg de chitinase dans 1’alimentation. De méme, des doses de 1, 3 et 5g/kg de
nanoparticules de chitosan ont montré une augmentation linéaire de la croissance chez
Oreochromis niloticus (Abd EI-Naby et al., 2019). L’effet positif observé dans notre étude et
les travaux antérieurs pourrait s’expliquer par le fait que les poissons nourris avec le régime
contenant 5g/kg de chitinase et riche en ALA + EPA, ont tirés profit de la dégradation de la
chitine. Le profil en ALA et EPA aurait favorisé le métabolisme et 1’action de la chitinase. Une
étude a montré que la plupart des poissons pouvaient directement absorber le N-acetyl-f-D-

glucosamine (Peres et al., 1973) qui est un compose dérivé de la chitine.

4.1.1 Digestibilité
Dans I’ensemble les lots soumis aux régimes a base de farines d’insectes enrichies en AGLPIs
et supplémentée par de la chitinase ont montré une digestibilité similaire au lot témoin (FMFO),

indépendamment de la dose de chitinase supplémentée.

La digestibilité de la matiere seche a montré une tendance a la réduction chez les poissons
nourris avec les farines de larves de MSN enrichis en AGLPIs comparé au lot témoin. Ce
résultat corrobore les études d’Agbohessou et al. (2021) qui ont obtenu une réduction de la
digestibilité chez les juvéniles de Tilapia du nil Oreochromis niloticus nourri avec les farines
de larves de MSN enrichies en AGLPIs.

Les poissons nourris avec le regime FODS5 ont présenté une digestibilité des protéines et de la
matiére seche similaire a celle des poissons du lot témoin (FMFQ), tandis qu’on observe une
tendance a la réduction de cette digestibilité chez les poissons nourris au régime FODO. Ce

résultat montre & nouveau 1’effet positif de 1’enrichissement en AGLPIs et en chitinase sur la
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digestibilité. Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait que 1’action de dégradation de la chitine
par la chitinase combinée a celle des AGLPIs qui favorisent la fluidité membranaire (Spector
et Burns, 1987 ; Calder et al., 1992 ; Yang et al., 2011) pourrait améliorer 1’absorption des

nutriments au niveau de ’intestin.

Contrairement au régime FOD5, le régime VGD5 a induit une baisse significative de la
digestibilité de ma matiére seche comparé aux témoins (FMFO et VGDO0). Le méme groupe de
poissons (VGD5) montre une diminution de la digestibilité des protéines comparé au groupe
nourri avec la farine et I’huile de poisson (FMFO). La dose de chitinase chez les poissons
nourris au régime VGDS5 auraient peut-étre permis I’hydrolyse du contenu plus important de
chitine contenue dans le substrat végétal ; ainsi les produits d’hydrolyse de la chitine auraient
ralenti le métabolisme et inhiber ’absorption des nutriments dans I’intestin des poissons. Shiau
et Yu (1999) ont rapporté que la supplémentation en chitosan alimentaire réduit la digestibilité
des protéines et de la matiére séche chez tilapia hybride (Oreochromis niloticusxO. aureus)

quel que soit le niveau de supplémentation.

4.1.2 Niveau d’activités des enzymes digestives

L’activité de I’aminopeptidase @ montré de maniere générale une tendance a augmenter dans
les groupes nourris avec les régimes enrichis en AGLPIs et a réduire chez les poissons dont le
régime a éte supplémenté par la chitinase. Ce résultat pourrait étre lié a la faible digestibilité
observée dans le groupe nourri avec le régime enrichi en AGLPIs. En effet, des travaux ont
montré que la digestibilité des protéines et ou des acides aminés chez des poissons nourris a
base de farine d’insecte était 1i¢é a la quantit¢ d’acides aminés liée a la chitine ou a la
scléroprotéine qui est le principal constituant de la cuticule des insectes. (Finke, 2007 ; Becker
et Yu, 2013).

La trypsine a montré une activité élevée a J30 chez les poissons nourris aux regimes FOD2 et
FODS5. Cette augmentation d’enzyme protéolytique pourrait étre dd a la présence d’une quantité
élevée de proteine dans I’intestin des poissons de ce groupe. En effet, la chitinase a des doses

de 2 et 5g/kg aurait dégrade la chitine et libéré les protéines encastrées dans cette molécule.

4.3. Effets des régimes sur le statut immunitaire
L’effet des régimes sur le statut immunitaire a été évaluer dans cette étude en mesurant les
niveaux sanguin (plasma ou sérum) du lysozyme, du complément, de la peroxydase ainsi que

des immunoglobulines totales. Dans cette étude, une injection intrapéritonéale de 0,1 ml de LPS
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pur provenant d'Escherichia coli 055 a été utilisé pour stimuler le systéme immunitaire des

poissons.

Les resultats nous montrent que 1’activité du lysozyme a J53 chez les poissons alimentés avec
le régime enrichi en AGLPIs est similaire a 1’activité des poissons du lot t¢émoin (FMFO), avec
toutefois une tendance a I’augmentation. Tandis que les lots nourris avec le régime supplémenté
en chitinase montrent une activité qui tend a augmenter dans I’ensemble, avec le lot VGDS5 qui
montre une augmentation d’activité significative comparé au lot témoin. On constate de
maniére générale que les farines de MSN enrichies en AGLPIs stimulent I’activité du lysozyme
et I’action de la chitinase viendrait augmenter cet effet. La farine de BSF semble étre une source
de peptides antimicrobiens, qui sont des fractions biologiquement actives contre les bactéries
pathogénes (Park et al., 2014 ; Jozefiak et Engberg, 2017). L’augmentation de I’activité du
lysozyme par supplémentation du COS a été rapporté chez plusieurs espéces : Trachinotus
ovatus. (Lin et., 2012a) ; la carpe koi Cyprinus carpio (Lin et., 2012b) et Micropterus salmoides
(Linet., 2017). Apres le challenge bactérien au LPS, on observe une augmentation de I’activité
du lysozyme des poissons nourris aux régimes FODO, VGD2, VGD5 et FOD5 comparé au lot
témoin (FMFO). Ce qui montre une amélioration de la résistance aux infections. Lin et al.
(2012b) ont obtenu le méme résultat en supplémentant 0,125g/kg de chito-oligossaccharide
(COS) chez la carpe koi. De méme, ’augmentation de I’activité du lysozyme apres challenge
bactérien chez les poissons du lot témoin a la chitinase (FODO) ne nous laisse pas penser a un
éventuel effet de la chitinase sur la résistance aux pathogenes des poissons. Cette augmentation

pourrait étre dd a la farine de MSN enrichie en AGLPIs.

La survie des poissons est restée ¢levée durant 1’étude. Les régimes expérimentaux n’ont pas
eu d’effet sur ce paramétre. Ce qui impliquerait une bonne résistance de 1’ensemble des

poissons quel que soit le type de régime auquel ils sont soumis.
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5 Conclusion et perspectives

Les résultats de 1’étude ont révélé que la croissance et I’utilisation alimentaire pourraient
étre améliorées par la supplémentation de la chitinase dans un régime a base de farine de MSN
enrichie en AGLPIs indépendamment de la dose utilisée. Toutefois, la dose de 5g/kg semble
avoir des effets plus prononceés. Ainsi, la supplémentation a des doses appropriées est nécessaire
pour favoriser la croissance et 1’utilisation alimentaire. De méme, I’activité des enzymes
digestives a suivi une tendance similaire & celle de la croissance. Des effets de la
supplémentation de la chitinase ont été observés sur I’activité de 1’aminopeptidase et la trypsine.
Cependant, les effets sur le systeme immunitaire ne se sont pas clairement révélés dans cette
étude d0 au fait que les farines de MSN enrichis en AGLPIs a eux seules stimulaient déja le
systeme immunitaire a des niveaux considérables. Afin d’optimiser 1’utilisation de la chitinase

dans I’alimentation des poissons, des études devraient étre menés sur

- Les mécanismes d’action des chitinases dans le tube digestif des poissons ;
- La contribution des chitinases exogénes dans le processus de dégradation de la
chitine.

- L’investigation d’autres fonctions immunitaires.
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