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Introduction général 1

Introduction générale

L'idée qu'il existe des bactéries dont l'effet serait bénéfiques pour la santé a été
présentée pour la premiére foie par le lauréat de prix Nobel russe Elie Metchnikoff au
début du 20 siecle [24].

La conclusion de ces travaux était que l'on peut annuler les effets pathogenes des
bactéries par l'adjonction des bactéries d'acide lactique comme exemple Lactobacillus
provenant du yaourt [24].

Aujourd'hui, on connait les bactéries et d'autres micro-organismes principalement
comme agent pathogéne a maintenir sous control au moyen d'antibiotiques. Par contre
ce qui concerne la capacité des bactéries a contribué€ a la santé, c'est-a-dire a avoir des
effets probiotiques, les connaissances reste toujours limitées [35].

Non seulement les bactéries exercent une action probiotique, mais sans leur
présence dans l'appareil digestif aucune vie normale ne serait possible pour I'étre
humain et I'animale [24].

On outre les prébiotiques ont aussi un effet bénéfique sur la santé de 'hote mais
par un mécanisme différent a celui du probiotique. En stimulant de fagons spécifiques
la croissance et/ou l'activité d'un nombre limité de population déja établi dans le colon
[35].
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Chapitre I : Les bactéries lactiques

L. Les bactéries Lactiques.
I.1.Definition :

Le groupe des bactéries lactiques ou bactéries de ["acide lactique a été défini par
ORLA-JENSEN (1919) et réunit plusieurs genres caractérisés par leur capacité a
fermenté les glucides produisant de ’acide lactique [39].

Les bactéries lactiques sont des microorganismes assez hétérogenes sur les plants
morphologiques et physiologiques, la principale fonction métabolique d’une bactérie
lactique est d’extretée [’acide lactique [30].

I.2. Les caractéres généraux :

Parmles principaux caractéres des bactéries lactiques, il y a lieu de citer [59]:

¢ Elles sont des cocci ou des batonnet.

e (Gram (+)

e C(atalase (-) .

e Oxydase (-)

e Nitrate réductase (-)

e Sporulé

e Anaérobie ou aerotolerantes

o FElles sont dépourvues de cytochromes, étant incapable d'effectuer la synthése
du noyau héme de porphyrines, de ce fait elles sont incapable de respirer mais
peuvent seulement effectuer un métabolisme fermentaire

Selon le type de fermentation préférentiellement utilis€, les bactéries lactiques sont
dites [56] :

e Homo fermentaire : 1’acide lactique est le seul produit de la fermentation du
glucose ;

e Hétéro fermentaire : la fermentation du glucose aboutit & la formation d’acide
lactique, éthanol, CO,, et d’autre acide organiques.

1.3. Classification :

Il est possible de classer les bactéries lactiques selon la nature des produits du
métabolisme bactérien obtenu a partir des glucides [56]
Le genre Lactococcus.
Le genre Streptococcus.
. Le genre Pediococcus.
Le genre Leuconostoc .
Le genre Lactobacillus.

Le tableau 01, regroupe Caractéristiques des genres de bactéries lactiques.
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Tableau 01 : Caractéristiques des genres de bactéries lactiques[89].

Genre Morphologie ; Fermentation T opt - N d'espéce
Lactobacillus | Bacilles | homo ou hetero i Thermophiles ou Gl : 23
fermentaire mésophiles | Gl - 16
Keliigph
Streptococcus | Coque homofermentaire Thermophiles ou . 19
meésophiles ;
Pediococcus | Coque en heterofermentaire Thermophiles ou 7
tétrade mésophiles !
Leuconostoc | Coque heterofermentaire Mésophiles 25
Bifido Forme acide ascétique et Mésophiles 25
bacterium irrégulier lactique

T ° opt : température optimale développement

N d'espéce : nombre des especes connus.

G : groupe.

Le genre Lactobacillus est le genre qui nous intéresse, dans nétre étude.

1.3.1. Le genre Lactobacillus :

Il regroupe de nombreuses especes dont [’hétérogénéité est liée a la variation du
pourcentage G +C : 32 a 53 %, la croissance des Lacfobacillus est bonne dans le
milieu a pH 4.5- 6.5 mais elle s’arréte a pH 4.0 -3.6.

La classification remaniée par Kandler et Weiss, le subdivise en 03 groupes selon
leurs types fermentaire [12] :

Groupe I: Regroupe les lactobacilles homofermentaires obligatoire contenant
les espéces du groupe Thermobacterium et d’autre espéce nouvellement d’€crite [59].
Elles se développent & 45°C mais pas & 15°C [5].

Groupe II : Regroupe les lactobacilles heterofermentaires facultatifs, formés des
groupes Streptobacterium et des nouvelles espéces [59].

Groupe III: Regroupe les lactobacilles heterofermentaire  obligatoire et
forment les Bifidobacterium [59].
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I.3.2. Etude de ’espéce Lactobacillus plantarum :

Elle se présentsous la forme de cellule en forme de batonnet isolées ou réunis en
chaines courtes , elle transforme les sucres et le mannitol formé au cours de la phases
précédent et conduit a une acidité de [.5-1.9 % [12].

L’espéce Lactobacillus plantarum peut libérer de H,O, a partir de lactate dans un
milieu ou le glucose est épuisé [12]. Elle peut synthétiser une catalase si le milieu
contient un dérivé hématique [1].

Cette espéce est mésophile [59] , se trouve dans les produits laitiers les plantes ,
boissons et les produits fermenté de soja [S1]. Sur le plan de la nutrition, elle exige
certain facteur de croissance : adénine, guanine, uracile et thymines [52].

Le tableau 02 montre quelques caractéristiques de cette espece.
Tableau 02 : Les différentes caractéristiques de L.plantarum [72].

. FERMENTATIONS
=
Q S Z
: =2
~r et v © o o
= S = S 1% |2 |z z
e N I - = 2 S = 5 =
51 5 S| <= 8 = = g = 2 =
QD N E =1 Nt [3) o= = 3 =
St =] =] = (5] [>) P S—t -~ — S
= = ~o = o 9 < = s = L B =
3 O G I B 5 = ~ < > 2
L.plantarum - D DL + + + + + + -

- : test négatif.
+ : test positif.

I1.4. Les différentes molécules produisent par les bactéries lactiques.

I.4.1.Production d’acide :

Le métabolisme principal des bactéries lactiques est une production importante
d’acide lactique conduisant & une acidification rapide et durable [56].

Le pH final atteint dépend de la matiére premiére fermentée et des souches
utilisées (plus au moins acidifiantes), il est le plus souvent entre 4 et 5.3, c'est-a-dire
des valeurs inférieures aux valeurs limites de devloppement de la plupart des flores
d’altération et des flores pathogeénes [56]
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1.4.2.production de bactériocines :

Les bactériocines sont des peptides actifs porteurs d'activités bactéricides ou
bactériostatiques [27], sont synthétiser par un trés grand nombre de souche. de
bactéries lactiques [56].

Ces bactériocines possédent un large spectre d’activit€és. Elles sont capable
d’inhiber des micro-organismes pathogenes comme Bacillus, Lesteria , Enterococcus
et Staphylococcus . Par ailleurs elles n’exercent pas d’effet antagonisme contre les
autres Lactobacillus a I’exception de L. fermentum KDL [26].

I.4.3.Production d’autres substances inhibitrices :

Le peroxyde d’hydrogeéne ou les dérivés de I’oxygéne produits par les bactéries
lactiques, peuvent exercer un effet inhibiteur sur certaines flores d’altération [56].

Le diacétyle, produit du métabolisme du citrate est capable d’inhiber des
bactéries a Gram-négatif. Tous ces composés agissent probablement en synergie avec
les précédentes et les facteurs du milieu pour conduire a des produits
microbiologiquement stable [S6] .

1.4.4.Autres role des bactéries lactiques :
Parmi les rdles accordés aux bactéries lactiques [24] :

e Equilibre la microflore intestinale

e Réduit la formation de substances nocives dans ’intestin.

e Equilibre la perméabilité de la muqueuse intestinale.

e Accélere la régénération de la muqueuse intestinale.

e Renforce la barriére immunitaire de la muqueuse intestinale.



Chapitre 11

Les probiotiques.



Chapitre [I : Les probiotiques 6

[I.1.Definition :

Le mot probiotique est un mot grec qui signifie “pour la vie™. Il est utilisé pour
décrire les bactéries “amicale” qui vivent normalement dans le tractus gastro-
intestinale et qui contribuent a la bonne santé de ["hdte [74] [40].

Les probiotique on été €galement définis comme « des micro-organisme vivant
administré en qualité¢ adéquat et qui confer un effet bénéfique sur la santé de I’hote »
[40] .

[l s’agit le plus souvent de bactéries ou de levures présentes dans des aliments,
notamment des produits laitiers fermentés, ou dans des complément alimentaire sous
forme lyophilisée [40].

I1.2.Les caractéristiques générales des probiotiques :

Toute culture meére a étre considérés comme probiotiques doit posséder les
caractéristiques suivantes [ 18] [85] :

o Elles doivent étre d’une origine humaine [84] .

o Elles doivent posséder une sécurité d’emploi lors de "utilisation chez I’homme
et étre stable a I’acide et la bile [84] .

e Les souches de probiotiques ne doivent pas manifester de réaction pathogene,
toxique, allergique, mutagéne ou cancérogene [24].

e Elles doivent d’étre aisément maitrisable au point de vu technologique
(génétiquement stable pas de transferts de plasmides, productible, bonne survie
dans les denrées alimentaires tout au long de leur période de conservation) [24].

e Avoir éventuellement la capacité d’adhérer aux cellules intestinales [59] et
posséder une capacité de croissance [40].

o Résister a ’HCI de ’estomac et aux sels biliaires de I'intestin gréle de I’hote
[76] [75].

o Produire des enzymes utiles ou d’autre substance utilisable par I’hote [76].

e Contenir un nombre élevé de cellules viable et posséder une survie dans le
tractus gastro-intestinal [30] [85].

I1.3.Classification des probiotiques.
I1.3.1.Les bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques ont des propriétés fermentaires et anti-bactérienne, qui
associées a leur localisation digestive peuvent rendre compte de leur action digestives.
[93].

Les bactéries les plus traditionnellement utilisée comme probiotique sont :

Les souches de genres Lactobacillus (L acidophilis L plantarum ...),
Streptococcus[52].
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[1.3.2.Les bifidobactéries :

La decouverte des Bifidobactéries remonte au début du siécle lorsque Henri
Tissier les a isol€ de selles d’enfants nourris au lait maternel {40].

Les Bifidobactéries sont des batonnets Gram positif. non sporulant. nom mobil :
de forme vari€es, légérement incurvé ou en forme de massue : eiles sont souvent
ramifies [52]. On les trouve dans la bouche et le tractus intestinal des vertébrés a sang
chaud, dans les €gouts et chez I’'insecte.

Bifidobacterium bifidus est un colonisant précoce du tractus intestinal humain,
particuliérement lorsque les bébés sont nourries au sein [52].

Leur vocation est étre incorporés comme probiotiques, c'est-a-dire pour leurs
effets bénéfiques sur la santé humaines dans les produits laitiers fermentes [23].

[1.3.3.Les levures :

Les levures et en particulier Saccharomyces cerevisiae sont utilisées depuis des
siécles par I’homme et présentent le groupe de micro-organismes le plus exploité
commercialement [37][85].

Une seul espéce du genre Enterococcus peut utilis€ comme probiotique [3] [4]
[19] [34] [37] [55] [66] .

I1.4. Effet cliniques et mécanismes d’action des probiotiques :
I1.4.1.Effet sur certaine maladie :

Les probiotiques chez [’homme, ont principalement été utilisés jusqu’ici pour le
traitement et la prévention des diarrhées. Au cours des dernieres années les €tudes
montrent que les probiotiques pouvaient également jouer un role dans le traitement des
diarrhées chroniques inflammatoire ainsi que dans la prévention des infections
respiratoires et des maladies allergiques [88].

Les effets bénéfiques des probiotiques sur le taux de cholestérol donc sur un des
principaux facteur de risque pour la maladie coronarienne , sur [’adsorption du calcium
(prophylaxie de I’ostéoporose ainsi qu’une éventuel effet anti-carcinogéne n’ont pas
été démontrés jusqu’ici par des travaux cliniques contrdlés ) [62].

[1.4.2.Le mécanisme d’action :

Ils se résument en [48] :
e Stabilisation de la flore intestinale par compétition avec des bactéries pathogene
‘au niveau de la fixation aux récepteurs et au niveau des substances nutritif.
e La production d’acide gras a coutres chaines (par exemple : butyrate).
e Acidification du suc intestinal.
e Stabilisation de la fonction barriére de la muqueuse intestinale.
e Production.des substances anti-bactériennes.
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e Modification des toxines ou des récepteurs toxiques.
[1.5.Réle de probiotiques.
I1.5.1.Dans la nutrition :

La malabsorption du lactose est fréquente, est due a une activité inexistante de la
lactase. Les symptdmes sont généralement les suivants: douleurs abdominales,
Crampes, flatulences. Les bactéries lactiques vivantes peuvent améliorer en grande
partie cette malabsorption par I’enzyme beta-galactosidase active qu’elles contiennent
[63] [81] [84].

I1.5.2. Stimulation de 'immunité :

Ce sont les souches de Lactobacillus et Bifidobacterium [32] [81][94] qui sont
capable d’induire une stimulation du systéme immunitaire ceci est trés intéressant car
la muqueuse intestinale est [’un des organes lymphoides de "organisme le plus peuplé
en cellules immunitaires et elle est en contact permanent avec la masse antigénique
énorme , qui est les bactéries de la flore intestinale et les aliments [13][20].

Les bactéries lactiques possedent une action stimulante sur I’immunité naturelle
ainsi que sur I’immunité spécifique de [’hdte en agissant sur les cellules impliquées
dans les mécanismes de défense non spécifique et spécifique [40].

Les bactéries probiotiques stimulent la capacité de phagocytose et I’activation du
macrophage [40].

I1.5.3. Inhibition des bactéries indésirable :

Les travaux de Fuller,(1997) montrent que la production de [’acide lactique par
les streptocoques abaisse la valeur du p H dans le tractus digestif inhibant a4 grande
échelle des bactéries nuisibles , comme Escherichia coli apprécie un milieu plus
basique, et a trouver le phénomeéne de concurrence microbienne, elle prévient aussi la
rupture de I’équilibre sanitaire de a flore[49] .

Certaines souches probiotiques pourraient €galement réprimer la croissance des
bactéries pathogénes par production de substance antimicrobiennes de type
bactériocine capable d’inhiber les germes fréquents responsables d’infection en
élevage [40].

L’implantation des germes indésirable pourrait €galement étre empéchée par
une inhibition compétitive des souches probiotiques par consommation des nutriments
a la place souches pathogenes [40] [18] [80] [35] .

I1.5.4. Intérét des probiotiques pour les animaux :

L’usage des probiotiques vise a réduire les difficultés d’un déréglement de la
flore intestinale chez le jeune animale qui est a ’origine des entérites. Il semble en
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effet exister une inadéquation & cet age, entre I’aliment proposé et

la flore intestinale,
ou dit que le servage représente un stress alimentaire pour le jeune (63

).

Les travaux de Williams, (1990) montrent une capacité¢ a réguler la fermentation
ruminale et a surmonter quelques facteurs antinutritionnels liés a l'ingestion de
concentré chez les ruminants.
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[I1.1.Définition ;

Un prébiotique est définit comme une “substance non digestible qui induit un
effet physiologique bénéfique a ["hote en stimulant de facon spécifique la croissance et
fou l'activité d’un nombre limité de populations bactériennes déja érablies dans le
colon "(Gibson et Reberfroid, 1995 ) {36].

A T'inverse des probiotiques qui sont des micro-organismes vivants, les
prébiotiques sont des glucides non assimilables par notre organisme.

Parmi de nombreux condidats prébiotiques, les plus connus et étudiés sont les
fructanes (OFS: fructo-oligosaccharides, oligofructoses et inulines) et d’autres
oligosides de galactose et transgalactose [25].

Tableau 03 : Composition chimique d’hydrates de Carbonne a éventuelles propriétés
prébiotique [25].

Oligosaccharides Composition chimique —§

Fructo-oligosaccharides 95% oligosaccharides b (2-1) fructane ; |
60% glucose , 40% fructane.

Inuline 99% oligosaccharides b (2-1) fructane oligogalactose

Galacto-oligosacchrides 85% faible quantité de glucose, lactose. |

lactulose Disaccharides contenant du galactose et de fructose.

II1.2.Les caractéristiques générales des prébiotiques :

Pour qu’un ingrédient alimentaire puisse €tre considéré comme un prébiotique,
il doit répandre aux caractéres suivants :

e Ne peut étre digéré ni absorbé avant d’atteindre le colon.

e Etre un substrat sélectif d’une ou de plusieurs bactéries (de préférence un faible
nombre) commensales ayant un role bénéfique probable ou définitivement
établi, et par vois de conséquence.

e Modifier la composition de la flore colique dans un sens favorable a un meilleur
état de santé, le plus souvent en favorisant la croissance et /ou |’activité
métabolique de souches des groupes des lactobacilles ou des Bifidobactéries
(Gibson et al.[35])[ 25].
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[II.3.Le role du pré biotique et mécanisme d’action.
II1.3.1. Fonctionnement intestinal :

Les prébiotiques permettent :

e Amélioration du transit intestinal avec l'augmentation de la fréquence et du
volume d’absorption des selles [82].

e Ameélioration de ’absorption de certains minéraux et des effets bénéfiques sur
le métabolisme lipidique [25].

e Les fructanes du type inuline augmentent I’absorption colique de ca > et de
Mg+2 (en favorisant en particulier leur ditfusion passive du fait de
[’acidification du contenu colique liée a l’augmentation du nombre et de
["activité des bactéries productrices d’acide lactique), celles du fer et du zinc et
augmentent significativement la biodisponibilité du cuivre [26].

e Les oligofructoses diminuent la concentration, dans certaines conditions, des
triglycérides du cholestérol et/ou du LDL cholestérol {25].

II1.3.2. Résistance aux infections :

L’hypothése de [’amélioration par les prébiotiques de la résistance de
Porganisme aux infections gastro-intestinales n’est pas neuve , souligne Glen Gibson ,
plusieurs recherches potentiels indiquent que les bactéries lactiques issues de la
fermentation prébiotiques peuvent intervenir & ce niveau , notamment via inhiber la
croissance du microbe pathogene [82].

Plusieurs lactobacilles et Bifidobactéries excrétent également des antibiotiques
naturels large spectre d’activité. D’autre vois de recherches suggérent un role
immunologique direct ou indirect, une composition pour les nutriments ou encore le
blocage des sites d’adhésion dans "intestin [82].

Une des extrapolation du concept prébiotique est d’empéches la fixation des
pathogenes tel que Escherichia coli, les Salmonelles ou les Campylobacteres sur leur
récepteur intestinal.

I11.3.3. Role nutritionnel :

On ne peut parler des prébiotiques et passer sous silence l'extraordinaire
potentiel de recherche récemment mis a jour sur le contrle de I’apport alimentaire,
ainsi les recherches concernant les effets des fructanes sur la synthese intestinal de
gluco-incrétines (des peptides impliqués dans la régulation de [’apport alimentaire ou
les fonctions pancréatiques secrétés pas les cellules endocrines présent au sein de la
muqueuse intestinal) [82].

Deux puissants anorexigénes, la Glucagon - like peptide-1-[GLP-1], le peptide

YY [PYY] une orexigéne produit par I’estomac, la ghréline.
Les études montrent clairement et de maniére persistante une augmentation de la
synthése du GLP-1 et PYY dans le colon des animaux nourris des fructanes, de
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maniere intéressante [82]. Ces résultats obtenus par biologie moléculaire confirment
effet satiétogéne observe avec les fructanes dans plusieurs €tudes.

Par ailleurs, ['augmentation de la sécrétion endogéne du GLP-1 concourt a
améliorer "homéostasie glucidique chez les animaux diabétiques.



Chapitye V]

Les antibiotiques.
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VI1.1. Définition :

Les antibiotiques sont des substances chimiques organiques. produites par un petit
nombre de microorganismes, et exercant une action toxique 2nvers d’autres microorganismes
dont principalement des bactéries [53] [7].

[Is existent de millions d’antibiotiques produits principalement par des bactéries de
sol et des mycetes [68].
[’action d’un antibiotique peut bactériostatique ou bactéricide [64].

VI1.2.Classification des antibiotiques :

Les antibiotiques sont classés en fonction de {64].
e Une structure chimique voisine, plus au moins homogeéne.
e Les caractéres physiques et chimiques voisines déterminant un devenir dans
’organisme en générale assez proche.
e Une activité antibactérienne du méme ordre.
Les antibiotiques sont regroupés en plusieurs grandes familles :

VI.2.1. Les béta -lactamines : Sont caractérisées, sur plan chimique par un
cycle ditlactame. Deux groupes sont distingues dans cette familles, les
pénicillines et les céphalosporines.

V1.2.2. Les Aminosides : le plus connue est la streptomycine, extraits de
diverses souches de Streptomyces.

V1.2.3. Le Chloramphénicol : Antibiotique de structure chimique simple,
initialement extraits d’une souche de Streptomyces, obtenu aujourd’hui par
synthése totale.

V1.2.4. Les tétracyclines : A structure tétracycline extrait de divers souches de
streptomycétes.

V1.2.5. Les antibiotiques polypeptidiques : Constitués de chaine d’acide
aminés. Extrait de bactérie du genre Bacillus.

VI.2.6. Les macrolides et antibiotiques apparentes: Contenant dans leur
structure un volumineux cycle lactone extraits de diverses souches de
Streptomyces.

VI.2.7. Les antibiotiques “antifongiques”: Actifs contre les champignons
_parasites (mycoses).
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VI1.2.8.Divers :

Antibiotiques de structure et de provenance tres diverse , utilisés notamment en
antibiose- supplémentaire (flavophospholidol , avoparcine).

La famille qui nous intéresse est celle des Tétracyclines qui constituent une famille
d’antibiotique trés homogéne caractérisé par une activité bactériostatique a spectre trés
large et par une excellente fixation tissulaire largement utilisé en médecine vétérinaire
[17][64].

le spectre d’activité antibactérien des tétracyclines est large , s’exercant sur
beaucoup de germe courants, Gram+ et Gram-. Les Germes particuliérement sensibles
sont les Pasteur elles , brucelles , haemophitus , vibrion , corynebacteries. Les Germes
moyennement sensible :Streptocoques, staphylocoques, salmonelles , colibacilles. Enfin
les Germe peu sensibles :proteus , pseudomenas.

VL.3. Réle d’antibiotiques dans le traitement des infections chez lapins :

En élvage cunicole , les pathologies digestives ont de tous temps et une des causes
majeures de pertes économiques et de mortalité , Ils sont suivi par des pathologies
respiratoires et cutanées [21].

les principaux agents pathogénes associées a ces pathologies étaient essentiellement
d’origines parasitaires et/ou d'originne bactériennes (Lschrichia coli, Enteropathogénes,
Clostridium spiroforme, Staphylococcus...) et/ou d’origine virale (rola virus,
calcivirus,... ) [50].

les maladies d’origine bactériennes sont traités généralement par les antibiotiques et
les antifongiques. Le choix de ces dernier est en fonction du germe en cause.Dans le cas
des coccidoses par exemple, ils sont traité par le cycostat et par itlmycoseine pour le
traitement des infections des mammites chez lapins [11].

En fin la vaccination assure une protection aux animaux contre les infections virales
[11][21][50].



Chapitpe V

Données sur le lapin.



Chapitre V : Données sur Le Lapin 15

Le lapin appartient au super ordre des Glirs . ordre des Légomorphés. famille
Leparides, genre Oryctologus, espece curiculis[57].

V.1. L’ Appareil digestif du lapin :
Chez un lapin adulte de 4.5Kg ou sub-adulte de 2.5kg a 3kg. le tube digestif a

une langueur totale d’environ 4.5 & 5 métre [57]. Il se compose d une bouche. d un
caecun, d’un colon terminé par un rectum et un anus [33].

glandes salivaires

estomac

pancreéas
ceecum

gros intestin

intestin
gréle

. rectum anus
Mammifare ect

Figure 1: Spécialisations anatomiques et fonctionnelles du systéme digestif chez le la
lapin [78].

V.1. 1. La bouche : Dans la bouche, les dents ont une croissance continue, leur
rdle masticateur est trés modéré, les glandes salivaires, produisent une salive
contenant une faible quantité d’amylase [57].

Sous I’action de la salive et la mastication prolongée, la nourriture se réduit en
une bouillie pateuse [8].

V.1. 2. L’cesophage : L’cesophage fait suite au pharynx, c’est un tube qui
assure le transport des aliments et de [’eau jusqu’a I’estomac [11].
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V.1. 3. L’estomac : C’est une poche qui assure la digestion mécanique et une
partie de la digestion chimique [[1].

Le pH toujours fortement acide varie cependant assez sensiblement au cours de
la journée.

V.1. 4. L’intestin gréle : Il mesure environ 3m de langueur pour un diamétre,
d’environ 0.8 & | cm, Il est classiquement divisé en duodénum, jéjunum et
iléum [57].

Le duodénum ou s’abouche les canaux pancréatiques et biliaires, il y a donc
diversion & ce niveau de nombreuses enzymes digestives qui assurent la
dégradation des molécules.

Le jéjunum et I’1léon : c’est a ce niveau que les molécules sont absorbés par
["organisme [57].

V.1. 5. Le czecum : Le cecum est un gros diverticule replié trés important, Il
renferme une flore et une faune indispensable a une bonne digestion {11].
En cas de perturbation de I’équilibre écologique, il se crée souvent une diarrhée.

V.1. 6. Le colon: Le colon est composé de deux parties [8] :

- Le colon proximal basselée avec une muqueuse é€paisse, comporte de
nombreuses glandes a mucus.

- Partie distal est lisse, le contenu de I’organe devient de plus en plus sec et dur,
se fragment en faces de taille et de consistance variables selon le cycle que le
lapin excréter des crottes molles ou des crottes dures.

V.2. Microbiologie du tube digestif du lapin :

Comme touts les nouveau-nés, le lapereau n’a pas de flore intestinale a la
naissance, I’implantation de la flore est assez atypique [49] [57].

En tout état de cause, il faut savoir que la flore normale d’un lapin est exempte
de protozoaires, les seuls qu’on y trouve trop souvent, sont les coccidies [57].

Du point de vue des souches présentes, la flore digestive du lapin se caractérise
par la dominance d’especes anaérobies strictes et particuliérement des bacilles Gram
négatifs, Bacteroides, que I’on retrouve a tous les niveaux du tube digestif, [49] et
représente 90 %de flore intestinale [49].

Des bactéries sporulées sont cent a mille fois moins nombreuses que les
bactéroides et appartiennent aux genres clostridium (10%g chez les adultes), les
streptocoques (St. faecium , St. faecalis) sont presque toujours absents de I’estomac ,
dans Dintestin gréle , le caecum et le colon , leur nombre atteint son maximum chez
des lapereaux ages de 7 & 14 J, et diminue ensuite avec ’age [57].
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En absence de perturbation, le tube digestif contient aussi.des colibacilles (10°/g
contenue cecale environ selon 1’age) , et quelque lactobacille[11].

s

8 Bactéroides colibacilizs
107 108 )
107 107/ \\_\
105 106- \"\\ p
10 10°1

4 A
1.0 - . 104— // "\\
108 clostridium haut e yd
102 colibasilles 2] g
101 clostidium bas 10 Baotéz‘o;'\{es

1 e 101 pH modifié ‘
Figure 2 : la flore cacale du lapin Figure 3 : la flore czcale du lapin
Adulte ; flore normale [11]. Adulte ; flore perturbée [11].

V.3. Les entérobatériaceae.
V.3.1. Définition:

La famille des entérobactéries (Enterobactériaceace) regroupe de nombreuses
especes dont la plupart sont des hotes normaux de l'intestin de ’homme et des
animaux. Dans [l’intestin terminal, ces bactéries représentent plus de 10%de la flore
totale [41].

Les entérobactéries sont des bacilles ou coccobacilles Gram négatif, oxydase
négatif et catalase positif asporulés dont les dimensions varient de | & 6 micromeétre de
long et de 0.3 & | micrometre de large. Parmi les autres caractéres [41] :

e Mobile par une ciliature péritriche ou immobiles.

e Se développent en aéro -anaérobiose et sur gélose nutritive ordinaire est
facilement cultivable.

e Acidifiant le glucose par voie fermentative avec souvent production de gaz

e Réduisant les nitrates en nitrites (sauf quelques Erwinia) .

e [’espece type est E.coli.

V.3.2. Classification :

Les entérobactéries se subdivisent en cing tribus [53] :
e Escherichiae.

e Klebsiella.

e Proteae.

e Yersiniae.
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e FEriwiniae.
V.3.3. Caractéres culturaux:

Les Enté€robactéries se développent bien dans un bouillon ou sur une gélose
ordinaire, incubés a 18 h a 37°C. Les caractéres culturaux les plus connus sont las
sutvants [5] :

e Jes formes smooth sont [’aspect habituel.

e Les colonies sont lisses, bambées, brillantes et humides.

e Le bouillon est trouble de facon homogéne.

o Les formes R (rough) s’observent surtout avec des colonies séches ayant subits

plusieurs repiquages.

e Les colonies sont rugueuses, séches, a contours irréguliers. En bouillon, les
formes R donnent un aspect grumeleux.

o Les colonies muqueuses sont habituelles avec les Klebsiella, leur diameétre peut
dépasser 10 micrométres, elles ont une tendance a la confluence, on peut les
rencontrer aussi avec d’autres especes, notamment Sa/monella paratyphi B.

e Les colonies naines s’observent avec des souches déficientes de certaines
enzymes de leurs chaines métaboliques, elles ne sont pas exceptionnelles chez
les Escherichia.coli isolés d’infections urinaires.

V.3.4. Caractéres antigéniques :

Les entérobactéries sont bien connues au point de vue immunologique, les principaux
antigénes appartiennent a divers groupes{41] :

Antigéne H : ce sont des antigenes flagellaires constitués d’une protéine, la flagelline,
1ls sont thermolabiles et inactives par [’alcool.

Antigéne O : Ce sont des antigénes de paroi constituée de lipopolysaccharides (LPS)
qui sont thermostables et résiste a I’alcool ai a [’acide.

Antigéne K : ces antigenes capsulaires, constitués d’une conche externe
polysaccharidique, ils sont détruits par ébullition de deux heures.

Antigéne Vi : c'est un antigéne somatique localisé dans l'enveloppe ne masque pas
l'agglutinabilité de I'AgO. Cet antigéne en retrouve chez S.fyphi et S. paratyphi, méme
apres un chauffage & 100C° .Cette antigéne reste agglutinable [53].

V.4. Les bactéries de l'intestin et 'effet de 1'abattage [28].

La plupart des contaminants d’origine endogene sont cependant d’origine
intestinale.

Ce sont des bactéries anaérobies (Clostridium, Bacteroides) aero-anaerobies
(Entérobactéries) micro-aerophiles (Entérocoque, Campylobacter).

Elles peuvent Contaminer la chair musculaire a I’occasion de ['eviscéartion de
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[’animal ou (et) de sa découpe par ailleurs.

Le passage de bactéries intestinales dans le sang en période post-prandiale est
relativement fréquent chez les animaux.

Ces bactéries peuvent donc, dans ces circonstances étre présentes dans la chair (du
fait de sa forte irrigation) ceci explique le fait que |'abattage soit effectué a jeun.
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L’ensemble de notre étude a été réalis€ au laboratoire de la microbiologie de
I"université de Jijel dont les objectifs sont les suivants :

¢ Mettre en place une collection des souches d entérobactéries a partir du tube
digestif du lapin ;

¢ [Etude de eftet des surnageants de la culture de L.plantarum sur ["ensemble des
souches isolées ;

e Lvaluation de 'effet des cellules tuées de L.plantarum et d'un antibiotique,
Poxytétracycline sur la flore luminale libre et adhérente d'une part et sur la
translocation post abattage des entérobactéries chez le lapin.

II.1.Matériel .

II. 1.1. Lapin :

Cette étude a été effectuée sur 16 lapereaux d’une race locale pésent entre 600g
et 1 kg au début de I’expérimentation.

II. 1.2. Souche bactérienne :
Au cours de cette étude, une seule souche lactique a été utilisée, c’est une
L.plantarum BJ0021, isolée a partir du beurre traditionnel de la région de JIJEL et

identifiée au laboratoire de biologie moléculaire et génétique de 'université Es-senia
Oran. Cette souche se présente sous la forme lyophilisée (Idoui, 1999).

IL. 1.3. Antibiotique :

L’antibiotique utilisé est I’oxytétracycline en poudre sous forme chlorhydrate
d’oxytétracycline.

II. 1.4. Aliment :
L’aliment utilisé durant toute la période d’étude est de fabrication industrielle, il

est présenté sous forme de granulés durs (aliment granulé), sans aucun élément
farineux, la taille approximative des granules est de 5 mm de diamétre et 8mm de long.

II. 1.5. Lait :

Pour la préparation du lait fermenté par L.plantarum, on a utilisé du lait écréme
fourni par la laiterie SKIPLAIT, JIJEL.

II. 1.6. Matériel du laboratoire :

Dans notre partie. pratique on a utilisé I’appareillage suivant :
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Etuve, Bain Marie, centrifugeuse, burette, microscope électronique pipette (1ml,
l0ml) Bec benzéne, micropipette (100ml), sonde gastrique. Balance du 200g.
Agitateur, pHmetre.

[I. 1.7. Matériel d’élevage:

L élevage du lapin a demandé le petit matériel suivant :
e 3 cages pour la séparation
e 3 mangeoires et 6 abreuvoirs.
e Une balance de 4 kg.

IL. 1.8. Milieux de culture et réactifs :

La réalisation de la partie pratique a nécessité 'utilisation les milieux de culture
et les réactifs suivants :

e Gélose HEKTOEN : Pour la culture des entérobactéries.

¢ Gélose et bouillon MRS: Pour la culture de la bactérie lactique.

e Gélose VRBG : Pour le dénombrement des entérobactéries.

e Milieux pour profil biochimique : Moller ODC, LDC et ADH, TSI, Mannitol
mobilité, urées- indol, MEVAG sans sucre, citrate de Simmons, Clark et Lubs,
bouillon nutritif.

e Réactifs : VPI, VPII, KOVACS, rouge de méthyle et eau oxygénée.

e Disque ONPQG, papier filtre 0.45 Micrométre et sucres.

IL. 1.9. Produits chimiques et colorants :

Nous avons utilisé le matériel suivant :
e Pour la coloration de Gram : violet de Gentiane, lugol, alcool et fuschine.
e Détermination de I’acidité : phénol phtaline 1%, soude dornic 9/ N.
e Ajustement de pH : HCL et NaOH.

I1.2.Méthodes .
I1.2.1. Isolement et identification des entérobactéries a partir du caecum du lapin.
I1.2.1.1.Abattage du lapin et prélévement d’organe [1] [41].

Pour le prélévement des échantillonsa partir du caecum, un lapin a ét€ abattu par
singée directe puis il est transféré dans une zone stérile entre deux bec benzeéne.

L’animal est éventré et des échantillons du caecum ont été prélevés dans des
flacons stériles.
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I1.2.1.4.Tests d’identification [41] [10] [50].
Les 17 souches résultantes de la purification ont €t€ soumises aux tests suivants :
a. Coloration de Gram :

La coloration de Gram va nous permettre de sélectionner les Gram négatifs la
technique est la suivante :

e Une goutte de la suspension bactérienne est €talée sur une lame et fixer
par la chaleur

e Quelques gouttes de solution aqueuse de violet de gentiane sont ajoutées
sur le frottis puis I'excés de violet est jeté aprés une minute d’action.

e Le frottis est ensuite recouvert de lugol pendant Imin et laver par I’eau
de robinet.

e Lalame est ensuite décolorée a [’alcool absolu.

e Aprés lavage & I’eau de robinet, le frottis est recoloré a la fuschine et
examiné a [’immersion.

b. Test catalase :
La réaction est mise en évidence par un contacte d’une colonie avec [’eau
oxygénée 30% sur une lame.

Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou des bulles traduit la
décomposition de I’eau oxygénée sous ’action de catalase.

c. Etude du métabolisme protéique :
1. Recherche des décarboxylase :

Beaucoup d’espéces microbiennes possédent des enzymes capables de dégrader
les acides aminés de maniére plus ou moins spécifique, il s’agit de décarboxylases
donnant des amines.

L’ornithine décarboxylase (ODC), la lysine décarboxylase (LDC) et I’Arginine
déhydrolase (ADH) sont les plus étudiées.

e Recherche de la lysine décarboxylase.

Pour métre en évidence I’activité de cette enzyme, on a ensemence le milieu
“ Moller” enrichie de la lysine par le germe 2 testé et incuber 4 37°C pendant 24 h.

e Recherche de ’ornithine décarboxylase.

La mise en évidence de l’activité de cette enzyme est s’effectué sur le milieu
“Moller’enrichi de I’ornithine, ensemencer par le germe a tester et incubé a 37°C
pendant 24h.
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e Recherche de I’arginine dihydrolase.

La mise en évidence de lactivité enzymatique de ['ADH est effectuée par
ensemencement du milieu “Moller™ enrichi de ’arginine par le germe a tester et
incubé a 37°C pendant 24h.

Aprés I’incubation, [’activité enzymatique se traduit par ['apparition d une
coloration violette selon les réactions suivantes :
OH

Nl—& - (CH) - CH{COOH)NH, NH, - (CH_)4- NH2
L-Ol‘%ithine Putrescine
CH) - CH(COOHINH, — %« NH, - (CH) - NH
NI—& ) ( }1—)4_ = = 5 2
Cadavaérine

L-Lysine

NH= C(CH_) -NH -(CH_)B- CH(COOH)NH, +2HZO

L-arganine
NH, - (CH) - NH, +2NH_+2CQ,
Putrescine
2. Dégradation de urée et production d’indole :

Les micro-organismes possédent une uréase trés active transformant I'urée en
ammoniac et en carbonate d’ammonium.

L’indole est issu de I’hydrolyse du tryptophane pour metre en évidence ces deux
phénoméne, le milieu de FERGUSON (urée indole) est ensemencé par la culture
bactérienne et incubé a 37°C pendant 24h.

L’apparition d’une teinte rouge traduit la décomposition de I'urée.

La production d’indole est caractérisée par le réactif de KOVACS ou d’Ehrlich
dont la présence d’indole se manifeste par apparition d’un anneau rouge en surface.

d. Utilisation de I’ion citrique comme unique source du carbone :
Certaines bactéries sont capables d’utiliser I’ion citrique comme unique source

de carbone de telles bactéries sont capables & cultiver sur milieu synthétique dont la
seule source de carbone est constituée par le citrate de sodium.
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L’ensemencement sera fait en surface par une strie longitudinale dans e milieu
citrate de simmons, puis incubé a 37°C pendant 24h.

Le virage de la couleur vers le bleu indique la présence du citrate perméase.
e. Etude du Métabolisme glucidique.
1. Etude simultanée de plusieurs sucres :

Le milieu TSI permet la recherche de 5 caracteres de fermentation de Glucose,
lactose et saccharose, production d’H2S et du gaz.

L’ensemencement du culot se fait par piqlire centrale et la pente par stries serrés
et paralléles puis incuber & 37°Cpendant 24h.

La lecture se fait comme suit :

Glucose (+) : culot jaune.

Lactose (+) : pente vire au jaune.

Production du gaz : découlement de la Gélose.

Production d’H2S : noircissement du milieu dans la zone joignant la pente et le
culot.

2. dégradation du mannitol :
La dégradation du mannitol permet la formation d’acide a chaire courte. On a
ensemencé les tubes du milieu mannitol mobilité par pigfire centrale puis en a incubé a

37°C pendant 24h.

La dégradation du mannitol se traduit par le virage de la coloration au jaune, la
diffusion du germe indique que ces bactéries sont mobiles.

3. recherche de la B- galactosidase :

La pénétration du lactose est possible grice a une autre enzyme B- galactoside
perméase, la B- Galactosidase est libérée du corps bactérien.

On prépare une suspension dense d’une culture bactérienne dans 0.5 ml d’eau
physiologique, puis on ajoute un disque ONPG et on incube & 37°C pendant 30 min.

Le test est positif quand la suspension prend une couleur jaune citron.
f. Etude des dérivés de ’acide pyruvique :

I existe deux type fermentaire présentant un intérét du diagnostic peuvent étre
caractéris€ par :
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Fermentation des acides mixtes : sont mise en évidence par la réaction de rouge de
méthyle (RM).

Fermentation butyléne glycolique : est mise en évidence par la réaction de Voges
Proskauer (VP).

1. Réaction au rouge de Méthyle (RM)

On a ensemencé 5 ml de milieu Clark et Lubs par le germe a tester. Aprés une
incubation a 37°C pendant 24h, on ajoute 2 gouttes d’une solution de rouge de
méthyle.

Le test positif se traduit par le virage de la couleur vers le rouge.

2. Réaction de Voges-proskauer (VP).

La réaction de Voges-proskauer permet de caractériser la présence d’acétyle
méthyl carbinol, acétoine qui est un corps intermédiaire dans la formation du butyléne
glycol (2-3 butanediol).

On a ensemencé 5 ml de milieu Clark et Lubs par le germe a tester. Aprés une
incubation & 37 C°pendant 48 h, on ajoute 0.5 ml du réactif VPI et 0.5 ml du réactif
VPII puis on agite les tubes énergétiquement.

L’apparition d’une couleur rouge rose indique la production de [’acétoine.

G. Profil de fermentation des sucres :

Le test permet d’apprécier la capacité des souches a fermenter quelques sucres.

Ce test est réalisé sur milieu MEVAG, milieu d’étude de la voie d’attaque des
glucides. Pour réaliser ce test, on a ajouter au milieu fondu est refroidi a 37 °C.
Quelque 5 gouttes des sucres a tester, on homogénéise. Aprés refroidissement et prise

en masse, on ensemence nos souches bactériennes.

Apres incubation & 37C® pendant 24 h, tous les tubes dont la couleur vire vers le
jaune sont considérés comme positifs.

I1.2.2. Effet des surnageants sur la collection des entérobactéries.
I1.2.2.1.préparation du surnageant [44] [2] :

Un ml de L plantarum BJ0021 a été propagé dans 100 ml du bouillon MRS
contenant 0.5 ml du glucose puis incubé pour 24h a 37°C.
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La culture bactérienne est centrifugée a froid (+ 4C°) a 4700 tr/minutes pendant
27 minutes. Le surnageant récupéré était filtré sur une membrane de porosit¢ 0.22 u m
(Millipore Minis art. SM 16584. Sartorius). Le filtrat stérile ainsi obtenu constituait
["extrait de culture natif.

L’extrait de culture natif est partagé en deux volumes. le pH de I'un est ajusté a
pH7 par du NaOH 5N.

11.2.2.2.Méthode de détection de ’activité antimicrobienne [87] :

Pour mettre en évidence ’effet du surnageants natif et celui @ pH7 sur notre
collection des entérobactéries deux méthodes ont €té€ appliquées :

a. Méthode des puits : (Fléming et a/

Les étapes de cette technique sont les suivantes :

La gélose Hektoen ou celle au Desoxycholate 0.1% est coulée dans des boites de Pétri
et laissée prendre en masse.

Un volume de 1ml d’une culture entérobactérie est €talé a la surface de la gélose, le
surplus de I’inoculum est récupéré. La gélose est laissée sécher.

S puits de 5 mm de diamétres sont Creusés dans la gélose de chaque boite de Pétri en
utilisant une cloche de Durham. Le fond de chaque puit recoit un volume de la méme
gélose.

50 pl de surnageant est placés dans chaque puit.

Les boites sont incubées a 37°C pendant 24h puis les diamétres des zones d’inhibition
entourant les puits sont mesurés.

b. Méthode de diffusion par disques :

Les étapes sont les suivantes [89] :

I1.2.3.

La gélose Hektoen ou celle au désoxycholate 0.1% est ensemencée par inondation par
la souche a tester des entérobactéries. On laisse s€cher.

Chaque disque de papier Whatman stérile (de 05 mm de diametre) est imbib€é par 20
pl du surnageant de la culture L.plantarum, et déposé sur la gélose déja ensemenceée ;
Les boites de Pétri sont incubées & 37°C pendant 24h ;

On mesure les diametres des zones d’inhibition [77].

Etude de I’effet de I’Oxytétracycline et des cellules tuées de L.plantarum

sur la flore luminale, la flore adhérente et la translocation post-abattage des
entérobactéries chez le lapin.

I1.2.3.1.Préparation du lapin :

Nous avons placés les lapins en une partie d’animalerie dans des cages en bois a

dimension d’un métre de longueur, 0.85 m de largeur et 0.69 m de hauteur, dont le plancher
est fabriqué d’une fagon permettant I’évacuation de la matiére fécale des lapins.









Matériel et Méthodes 50

I1.2.3.4. Evaluation de la colonisation intestinal et la translocation bactérienne.
a. Abattage et prélevement d’organe [1] [41]:

Au premier jour, cinquiéme et septiéme jour, un lapin de chaque lot a ét€ abattu
par saignée directe. Le foie, 2 cm de I’iléum et la totalité du colon ont été préleveés
dans la zone stérile [68].

Sur chaque animal 10ml de sang ont ét¢ prélevés au moment de 1’abattage par
une seringue stérile. pl

b. Préparation des solutions meres et des dilutions décimales [68]:
Pour chaque échantillon nous avons appliqué la technique courante :

1. Sang: A partir de chaque échantillon prélevé, 1ml de sang est transféré dans
9ml d’eau physiologique stérile et homogénéisée 10", On refait la méme
opération pour aboutir a la dilution 107,

2. Foie : Une solution meére a été préparée en broyant 4g du foie dans 40 ml de
bouillon nutritif. A partir de [a cette solution mére, on réalise des dilutions
jusqu’a 107 sur eau distillée stérile.

3. Iléom : Pour la préparation de la suspension meére a 10 "' le poids correspondant
& 2 cm d’iléum a été broyé dans un volume du bouillon nutritif.
Aprés une macération d’un quart d’heure, 8 bain successifs ont €té réalisé€s sur
le méme bouillon (Le temps accordé pour chaque bain est de 15 mn) [27].
Au dernier bain, ’iléum a été pesé et broyé dans 5 ml du bouillon nutritif [32].

A partir de 1% bains, on a réalisé des dilutions décimales jusqu’a 10 afin de
dénombrer les bactéries libres, et a partir du dernier bain, on a réalisé des dilutions
décimales jusqu’a 107 pour la numération des bactéries fixées a I’iléon [23].

4. Colon : La totalité du colon a été pesée et broyée dans un volume du bouillon
nutritif. Puis 8 bains successifs ont été réalisés afin d’isoler les bactéries libres
et les bactéries fixées, dont la durée de chaque bain est de 15 mn [27].

A partir du premier bain des dilutions décimales ont été réalisées jusqu’a 1078
pour but de dénombrer les bactéries libres [23].

Au dernier bain, le colon a été pesé et broyé dans du bouillon nutritif, a partir de
ce dernier des dilutions décimales ont été réalisées jusqu’a 10™ pour but de dénombrer
les bactéries fixées [23].

Les poids des organes de tube digestif de chaque lapin abattu utilisés pour la
préparation des solutions méres sont illustrés dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Poids des différents organes et volumes de bouillon nutritif.

Témoin | Antibiotique ' Probiotique tué

organes P ? \% P A% : P \%

J1 | Colon 1.5 13.3 8.0 72 [ 13.0 ., 117.0
iléon/2cm 0.62 6.2 0.36 3.6 ' 0.47 4.7

J5 | Colon 7.5 67.5 78.6 72 12 108
iléon /2cm 0.37 3.7 0.34 3.7 0.75 7.5

J7 | colon 9.50 85.5 10 90 18 162
iléon /2cm 0.35 3.5 0.34 3.4 0.34 3.7

P : poids d’organe en g.

V : volume du bouillon nutritif en ml.
/2cm : poids de 2 cm d’iléon.

J : Jour

c. Ensemencement [41] [32] :

De chaque dilution choisie, 1ml est déposé au fond de la boite de Pétri sous forme de
gouttelettes, puis la gélose VRBG fondue et refroidie est coulée sur I’inoculum. On
homogénéise et on laisse prendre en masse.

Les ensemencements sont effectués a partir de la dilution [23] :

Le sang : 107,

Le foie : 107,

L’ilium : 107 pour le dénombrement des bactéries fixdes et 10° pour le
dénombrement des bactéries libres.

Le colon: 10 pour le dénombrement des bactéries fixées, 10® pour le
dénombrement des bactéries libres dans le colon.

Aprés 24 h d’incubation a 37°C, on dénombre les colonies rouges, d’au moins 0.5
mm de diametre.

Le nombre d’entérobactéries est égal a la moyenne du nombre trouvé sur les deux
boites multiplié par I’inverse de la dilution utilisée.
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Tableau 5 : Caractéristiques des différentes souches des entérobactéries.

()
Lo

QO = —
S Forme |5 E % § E‘é % E ﬁ g g £ 5 ;“ g 2 g ‘é‘ Identifier a
=

1 | coccobacille | - | + + + + - -l - - + -+ + +/- - + | + | Escherichia coli

2 | coccobacille | - | + + + - - -]+ + |+ -] + + + + | - | Klebsiella spp
"3 | coccobacille | - | + | +/- | +/- | +/- - -l -1 - + |-+ + - - + |+ | Escherichia coli

4 | coccobacille | - | + - + + - L] - - -1+ - - + |+ | Salmonella spp

5 | coccobacille | - | + + + + - -1 -1 - + |-+ + +/- - + | + | Escherichia coli

6 | coccobacille | - | + | +/- - - S N I O N e - - + | - | Shigella spp

7 | coccobacille | - | + | + - - - - - - -+ L+ | - | Enterobacter spp

8 | coccobacille | - | + + - - - -1 - + (-1t + + - + |+ | Escherichia spp

9 | coccobacille | - | + + - - - -t - + -]+ +/- - + |+ | Escherichia spp

10 | coccobacille | -} + + + + - - - - ] -] - + + + | + | Enterobacter spp

11 | coccobacille | - | + + - N R ST B ol T I B o A o I B +/- - + |+ C'i/r()/)aclér:spp

12 [eocsobacille | < |+ |+ | = | = |+ [Fl- || - =[5 o [+ | & o [ [Buerobacorspy ™

13 | coccobacille | - | + - + + - -+ - - A - |- . + ]+ hi{));gfz(-)jilrcflflrsﬁpb S

14 | coccobacille | - | + -+ + I - Hl -+ - -] F + - + | A_K_ /C/)E[L//([ sb_p_ ________

15 | coccobacille | - | + | + | o+ | + | - |-|-] - | 4 |-|+] + | 4~ - |4 | - |Kebsiellaspp

16 | coccobacille | - | + | +/- { +/- | +/- - - - L e Bl - - + _E_;g‘_/)g;ié‘{u'(} coli
| 17 | coccobacille | - | + | +/- | +/- | +/- - -t - + -]+ - - + ‘[:Ts'_c/{e/'f-ck'-[zz'(f (c)//;;_w
+ : test positif.  -: test négatif. +/-: réponse ntermédiaire. S: souche.
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D’apres les profils d’identification des souches, et sur la base des données du
tableau 6 et la figure 8, le genre Escherichia est le dominant dans la collection, il
représente approximativement 41.17% suivi du genre klebsiella et Enterobacter avec
un pourcentage de 17.64 %, puis le genrc Salmonella avec un taux de 11.76%. Les
deux genres Shigella et Citrobacter prennent un pourcentage équitable de ['ordre de

[1.76%.

Tableau 6 : Répartition de la collection en pourcent.

Genres Espeéce Nombre de souches | Pourcentage B
Escherichia Escherichia coli 5 29.41%
Escherichia spp 2 11.76%
Klebsiella Klebsiella spp 3 17.64%
Enterobacter |  Enterobacter spp 3 17.64%
4
Salmonella Salmonella spp 2 11.76%
Shigella Shigella spp 1 5.88%
Citrobacter Citrobacter spp 1 5.88%
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D’aprés les résultats d’identification 82 ,35% des entérobactéries sont des
coliformes.

II1.2. Caractéristiques du produit lactofermenté :

Apres 4 h d’incubation, la souche L. plantarum a coagulé complétement le lait.
elle est dite souche a coagulation rapide ou « Fast Acid Producer ».

Cette espece produit 10g d’acide lactique par litre de lait et abaisse en méme
temps la valeur du pH & un niveau bas estimé & pHS5,14.

D’apres ces résultats, cette bactérie lactique produit un métabolite assez puissant
et inhibiteur des bactéries & Gram positif aussi bien que celles & Gram négatif.

II1.3.Effet des surnageants sur les entérobactéries :

Les résultats obtenus sont groupés dans le tableau 7. Ces résultats illustrent la
sensibilité et la résistance des souches des entérobactéries vis-a-vis du surnageant de
L plantarum, ce dernier a un spectre d’inhibition assez large proche de 70,6 %. Cela
est bien sure lié a la présence des substances a activité inhibitrice.

Les substances inhibitrices produites par les bactéries lactiques sont: acide
organique, peroxyde d’hydrogeéne, antibiotique et bactériocines [2 1{3][9] [86] [90] .

D’aprés ces résultats, le surnageant natif exerce un effet inhibiteur trés marqué
sur 13 souches parmi les 17 souches mises & I’épreuve dont les diamétres des zones
d’inhibition varis entre 2 a 25mm. Les plus larges zones d’inhibitions sont obtenues
avec la souche Escherichia colil6 estimée a 25 mm et la souche Enterobacter spp 7
estimée a 22 mm. Cependant, il apparait clairement que les souches E.coli se
comportent différemment une fois mise en contact avec le surnageant natif, ainsi la
souche 17 est la plus résistante aux substances inhibitrices contenues dans cet extrait
de culture. Le diamétre d’inhibition était de 12 mm uniquement, cela explique la
variabilité intra espéce.

En revanche, les Klebsiella et Shigella isolées ont montré une trés bonne
résistance a I’effet du surnageant, ce dernier n’affecte pas la croissance de ces souches.

La lecture et la comparaison des résultats du tableau 7, montrent que le
surnageant perd partiellement son spectre d’action aprés la neutralisation de [’acide
lactique et des autres acides organiques contenus dans le surnageant, ainsi le
surniageant neutre exprime une activité inhibitrice sur neuf souches de la collection
avec dés diamétres de zones d’inhibition de Imm & 12mm. La souche la plus sensible
étant Enterobacter spp 7 avec une zone d’inhibition de 12 mm.

A travers ces résultats, la souche Escherichia spp 9 sensible au surnageant natif ne
I’est plus aprés la neutralisation de I’acidité du surnageant, cela prouve le role jouer par les
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L abaissement du pH du a ['accumulation de ["acide organique, acides lactiques
et acétiques essentiellement, est le principale facteur & l'origine de ces inhibitions.
Cependant, il est aujourd’hui admis que de nombreux autres phénoménes sont en
partie , responsable des antagonismes observés en présence  des bactéries
lactiques{91].

D’une part , les acides organiques peuvent exercer une action inhibitrice
spécifique , d’autre part la production de nombreux autre agents inhibiteurs , peroxyde
d’hydrogéne , antibiotiques et bactériocines ont été démontrée [47] [91] [38].

La tolérance des micro-organismes vis-a-vis du pH est trés variable, la majorité
des espéces bactérienne ne peut pas se développer aux pH inférieurs a 4. Pour des
salmonelles, Chung et a/ [16], ont observé des pH minima de croissance variant de 4.0
as.s.

Les concentrations en acide lactique nécessaire pour obtenir une inhibition des
Enterobacteriacea en milieu de culture sont de 0.01%.

Rubin,[83], a observé un léger effet synergique entre ’acide acétique et [’acide
lactique pour ’inhibition de Salmonella typhimurium. D’autres observent également
cette action énergétique contre Salmonella et Escherichia coli et ils I'attribuent a
’augmentation de la concentration en acide 1’acide lactique non dissocié.

Enfin apres la neutralisation des acides, on peut attribuer [’effet antimicrobien au
peroxyde d’hydrogéne ou encore aux bactériocines. Klaenhamert .[46] et Schillinger,
[86] , confirment que la production des substances antimicrobiennes de type
bactériocines est capable d’inhiber les germes fréquemment responsables d’infection
en élevage.

Par ailleurs, les travaux de Bruno et al/ . [14] ,expliquent que ['inhibition des
entérobactéries est due a ’action des bactériocines, cette derniere agisse au niveau de
la membrane cytoplasmique des bactéries sensibles : Les pédiocines P-A-1 et AC-H, la
lactacine F et les lactococcines A et B ont été plus particulierement étudi€es. Le
meécanisme général est la formation des pores dans la membrane de la bactérie cible.

De méme, Gotzet .[39] , montre que le peroxyde d’hydrogene est a I’origine du
pouvoir inhibiteur observé chez L plantarum, en outre, montre la sensibilité de certains
especes Gram négatifs , méme catalase positif a cet effet inhibiteur comme E.coli et
Salmonella.
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Les travaux de Kacem et a/ [44]., montrent que le surnageant de la culture de
L.plantarum OL15 exerce un effet inhibiteur sur les souches tests composées de
bactéries Gram positif et Gram négatif. De méme Oyetayo et @/. [69] .montrent que
U'aptitude inhibitrice de L.plantarum et de ces surnageant vis-a-vis de bactéries
indicatrices in-vitro est une bonne aptitude probiotique, cette espece aussi bien que le
contenu de son surnageant inhibe la croissance de especes de Salmonella, d’E.coli. de
Staphylococcus aureus et de Shigella spp. Les mémes auteurs rapportent que 1’activité
antibactérienne des lactobacilli est liée aux produits de leur métabolisme, les acides
organiques, bactériocines et peroxyde d’hydrogeéne.

I11.4. Evaluation des entérobactéries dans le tube digestif du lapin aprés
traitement par I’oxytétracycline et par une préparation a base de L. plantarum
tuée.

Les résultats obtenus sont portés dans le tableau 8. Ces résultats montrent ce qui
suit :

Le nombre d’entérobactéries libres et fixées au niveau iléal marque une
fluctuation durant les trois périodes de numération, ainsi les bactéries libres trouvées
sont en nombre de 14x108, 1.68x10% et 10,8)(108 cellules /g a Ji, J5 et J7
respectivement. De méme, le nombre des entérobactéries fixées varis entre 14,6><IO4 et
72x10* cellules /g d’iléon.

Cependant les résultats montrent que le colon des animaux témoins est plus
peuplé comparativement a I’iléon, le nombre des entérobactéries libres va de 40x10"
a 2,48_x10” cellules /g, les bactéries fixées sont moins importantes de ’ordre de
36x10° et 64x10° cellules /g.

Ces résultats montrent également que [’apport quotidien de !'oxytétracycline
avait un effet trés marqué sur les entérobactéries libres et fixées au niveau de l'iléon
aussi bien qu’au niveau du colon. Concernant le nombre des bactéries libres il€al, il
vari de 0.98x10% a 5,6x108<:ellule /g du contenu de cette partie intestinale, par
comparaison a celui du témoin il y 4 une perte d’un Log 10. De méme, on assiste 4 une
régression du nombre d’entérobactéries fixées dont la perte est approximativement
entre -71,84 x10* & - 402.8 x10°cellules /g de I’intestin.

La présence de I’oxytétracycline au niveau du colon a fait abaisser le nombre
d’entérobactéries de moitié dont on passe de 10" 4 10°cellules par gramme ; cela dit,
cet antibiotique a un large spectre d’action sur les bactéries a Gram négatif.

La lecture des résultats du méme tableau, montre que I’apport du supplément,
composé du lait fermenté par L.plantarum puis traité par la chaleur avait une grande
efficacité sur 1’évolution du nombre d’entérobactéries libres et adhérentes au niveau
iléal et caecal. On enregistre une diminution du nombre de cette flore libre de -12.8
x10® cellules /g du contenu iléal au cours du premier jour de numération puis une
augmentation assez importante en périodes J5 et J7 comparativement au témoin. Le
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contraire a ¢€té noté avec les bactéries fixées dont le nombre a diminué
considérablement avec une perte d’au moins un Log 10.

Concernant les bactéries du colon, I"apport de lait fermenté traité avait une nette
influence sur les entérobactéries libres, la perte était de -12 x10'% 4 -38 x10'? cellules/
g comparativement au témoin, un effet similaire vis-a-vis des bactéries adhérentes a
€té noté, la perte approximative est de I’ordre de deux Logl0.



Nombre des bactéries (Logl0(N))

J1
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Tableau 8: Nombre d’entérobactéries dans le colon et I’iléon.
Témoin Antibiotique Probiotique tué
Bactéries | Bactéries | Bactéries | Bactéries | Bactéries | Bactéries
libres Fixées Libres Fixées Libres Fixées
B/ml B/ml B/ml B/ml B/ml B/ml
J1|Oéon | 14x10° | 46,4x10° | 56x10° | 61,2x10° | 12x10° | 16x10°
Colon | 24.8x10" | 63,6x10° | 16,2x10" | 16,8x10° | 12,8x10" | 56x10°
J5 | Téon | 1,68x10° | 14,6x10° | 0.8x10° | 4,8x10° | 64x10° | 5,6x10°
Colon | 28x10™ | 64x10° | 3,68x10" | 16x10° 12x10 | 56x10°
J7 |Méon | 10,8x10° | 72x10° | 1.2x10° 1,6x10° 24x10° | 1,12x10°
Colon | 40x10" | 36x10° | 3,6x10" 4x10° [ 12,16x107 | 56x10°
B/ml : Bactéries / ml
2. igm Antbiotique, |
|

]

Figure 10 : Bactéries libre colon
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Figure 13 : Bactéries fixées iléon

Au vu de ces résultats, [’apport de I’antibiotique et du probiotique tué avait une
grande influence sur I’écologie du tube digestif du lapin particuliérement les segments
de I'intestin étudié, 1’iléon et le colon dont le nombre des entérobactéries trouvé en
témoigne.

Nous avons utilisé ce modéle expérimental pour apprécier 'activité de
Ioxytétracycline et 1’extrait bactérien tué par la chaleur de Lactobacillus plantarum
sur la colonisation du tube digestif par les entérobactéries.

Notre étude démontre que 1’oxytétracycline s’oppose efficacement a la
colonisation du tube digestif des lapins par les entérobactéries, cet effet semble lié &
Paction bactériostatique de 1’antibiotique qui diminue, globalement le nombre des
bactéries au niveau iléal et colique que ces bactéries soit ou non associées & la
muqueuse.

Cette importante diminution du nombre de bactéries intestinales explique
probablement P'inhibition de la translocation des entérobactéries vers les autres
organes, cependant il faut remarquer qu’d J1, la translocation est inhibé par
I’oxytétracycline, alors que le taux des bactéries culfivable est encore élevé dans le
colon.

On peut admettre que I’oxytétracycline inhibe la multiplication des bactéries par
blocage de la synthése protéique ce qui justifier les résultats obtenus dans le lot
antibiotique. Le blocage de la synthése protéique conduit 4 la perturbation de la
viabilité de la cellule bactérienne.
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La colonisation de la muqueuse intestinale était appréciée grace au
dénombrement des bactéries associées au muqueuse, ces bactéries restent lier au tissus
apres des lavages vigoureux du segment d’intestin (une perfusion suivie et des lavages
successifs, le dernier liquide de lavage ne contenant plus de bactéries dénombrable)
[271(22].

Les travaux de Caston et a/ ,[15] montrent que les antibiotiques limitent le
nombre de populations microbiennes dans la lumiére intestinale, ils réduisent la
compétition entre les microorganismes et {"hote vis-a-vis des nutriments. Henry et al.
[43] trouvent que les antibiotiques réduisent le nombre des entérobactéries dans le
duodénum, ’iléum, le caecum et dans le colon comparativement aux animaux non
traiter.

D’autres travaux de Luyer et a/. [61], montrent que le prétraitement des
animaux par les espéces de genre Lactobacillus ou leur surnageant élimine la
translocation des bactéries intestinales en cas de stress. De méme, Zareie et al., [95]
ont montré que les probiotiques préviennent la translocation des microorganismes du
tube digestif et jouent le réle de barriére.

II1.5. Effet de Pantibiotique et de la préparation a base de L.plantarum tué sur la
translocation des entérobactéries :

La translocation depuis la lumiére intestinale vers le sang et le foie, a été évaluée
aJl,J5 et J7. Les résultats trouvés sont portés dans le tableau 9.

Tableau 9 : Translocation des entérobactéries vers le foie et le sang,.

Témoin Antibiotique | Probiotique tué
] Sang 36x10° 0 0
1
Foie 11,04x10" 0 0
Sang 5,2x10° 0 0
Js .
Foie 5,12x10 0 0
i Sang 12,8x10° 0 0
Foie 36,8x10" 0 0

Au cours de ces expériences, la colonisation de I’intestin s’accompagnait de la
translocation des bactéries vers les organes lymphoides digestives chez les sujets
témoins dont le nombre était assez important que se soit dans le sang ou dans le foie.

Par contre ce qui remarquable est I’absence d’entérobactéries dans les deux tissus
apres un traitement par les deux suppléments. Ces résultats sont critiquable notamment
ceux du premier jour dont I’absence totale d’une translocation bactérienne peut étre
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liée soit @ un mauvais prélevement, soit a la composition de certains milieux de culture
"VRBG ».

Notre €tude démontre que le supplément a base de Lacrobacillus plantarum tuiée
par la chaleur, est capable de réduire le nombre des entérobactéries colonisant la
muqueuse colique du lapin et d'inhiber la translocation des bactéries vers d autres
organes.

En effet dés J1 le nombre des bactéries associées a la muqueuse diminue dans le
lot prébiotique par apport au témoin cet effet se prolongeant jusqu'a J7.

Le produit étudier s’oppose de ce fait & la translocation des entérobactéries aussi
efficacement que I’oxytétracycline mais probablement par un mécanisme différent.

L’effet anti-bactérien des préparations & base de L. plantarum a été attribué.
Selon les auteurs, a la présence de substances bactéricides [64] [60], ou a un facteur
favorisant I’effet bactéricides ou bactériostatique de cette flore vis-a-vis des germes
entéropathogénes [67] [31].

[.’adhésion d’un agent pathogéne a I’épithélium intestinal de [’hdte est considérée
comme 1’étape initiale de I’infection.

Une des hypothéses, qu’il reste a vérifier, est que les prébiotiques seraient
capable d’empécher ’adhésion des pathogénes en entrant en compétition pour les
méme site d’adhésion et en conséquence de prévenir I'infection en produisant des
acides gras volatiles (qui inhibe la croissance cellulaire et/ou occupation des récepteurs
d’accroche qui permettent a une bactérie d’adhérer a la muqueuse [79].



~ Conclusion



Conclusion générale 43

Notre travail a été débuté par la collection des entérobactéries a partir du caccum
du lapin dont 17 souches ont été purifié et identifi¢. Cette collection est caractérisée
par une diversité dans le genre avec une dominance remarquable du genre Escherichia.

Les résultats relatifs a ’effet du surnageant de la culture de L.plantarum sur les
souches isolées et identifiées ont montré que ce dernier est doté d’un large spectre
d’inhibition. Apreés la neutralisation des acides organiques, le surnageant exerce
toujours une activité inhibitrice & [’égard des mémes souches mais avec des diametres
d’inhibitions moins importantes.

L’oxytétracycline et un lyophilisat & base de L.plantarum tué par la chaleur ont
été administrés pendant 7 jours a des lapins de race locale par voie orale. La
colonisation bactérienne d’iléon et du colon ainst que la translocation des
entérobactéries vers le sang et le foie, ont ét¢ ensuite évalués. Les résultats issus de
cette partie expérimentale ont montré que les deux suppléments affectent nettement la
flore entérobactérie de I’iléum et le colon. De méme, on assiste a une inhibition
compléte de la translocation des entérobactéries vers le sang et le foie.

Ces expériences confirment donc qu’il est possible de modifier la flore colique
endogéne chez ’animal par ’utilisation du pré/probiotique au lieu de faire appel a des
antibiotiques.

Aujourd’hui il est possible de dégager des pistes intéressantes pour les
prébiotiques et les probiotiques au lieu d’utiliser les antibiotiques.
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Annexe 1

Les milieux de culture.

1. Gélose HEKTOEN.

Protéose-peptone
Extrait de levure
Chlorure de Sodium
Thiosulfate de Sodium
Sels biliaires

Citrate de fer ammoniacal
Salicine

Lactose

Saccharose

Fushine acide

Bleu de bromothymol

Gélose

2. mannitol mobilité

3. TSI

Peptone

Nitrate de Potassium
Mannitol

Rouge de phénol

Gélose

-Peptone

Extrait de viande
Extrait de levure

Chlorure de Sodium

L 5

40 mg.

WD (W8] [0W)
ga wa
: ga

wn
aQ



Glucose 1

e

Lactose 10g
Saccharose 0.5¢
Hyposulfite de Sodium 05¢g
Rouge de phénol 25 mg.
Gélose 12g.
4. Citrate de Simmons.
Formule en grammes par litre d'eau distillée.
Sulfate de magnésium 0,2 g
Citrate de sodium 2g.
Chlorure 5 ml.
Phosphate d'ammonium 0.2g
Phosphate d'ammonium mono sodique 08¢g
Bleu de bromothymol 0,08 g.
Agar I5¢
5.MEVAG.
Extrait de viande 3g.
Chlorure de Potassium Sg
Rouge de phénol 20 mg
Gélose 3g.
6. Clarks et Lubs.
Peptone 20g.
Chlorure de sodium Sg.
Phosphaté disodique 9g.
Phosphate monopotassique 1.,5g.

pH7, 2.Autoclaver 30mn a115°C.



7.0DC.

8. ADH..

9. LDC.

Ornithine

Extrait de levure
Chlorure de sodium
Glucose

Pourpre de bromocrésol

L'arginine

Extrait de levure
Chlorure de sodium
Glucose

Pourpre de bromocréesol

Lysine

Extrait de levure
Chlorure de sodium
Glucose

Pourpre de bromocrésol



Milieu MRS.
Liquide ou gélose a été proposé initialement pour la culture des Lactobacilles.

La composition est la suivante:

Peptone 10g.
Extrait de viande 3g.
Extrait de levure dg.
Acétate de sodium Sg.
Phosphate bipotassique 2g.
Citrate d'ammonium, 7H20 0,2g.
Sulfate de manganeése, 4H20 0,05¢g.
Glucose 20g
Tween 80 I ml.
Eau distillée gsp 100ml.
pH 6.2.
Stérilisation 15 mn a 120°C.
VRBL : milieu violet de gentiane — peptone — bile — lactose
Peptone 10g
Lactose 10g
Sels biliaires 5¢g
violet de gentiane 40 mg
VRB G : gélose biliée au cristal violet et peptone.
Extrait de levure 5g
sels biliaires 1.5¢
Glucose 10g
Chlorure de sodium 5g
Rouge neutre 30mg
Cristal violet 2mg

Gélose 120



Boutllon nutritif

Peptone 10g

Extrait de viande 3¢

Chlorure de sodium 3¢
15¢g

Agar(gélose)

Ajuster le pH de sorte qu'apres stérilisation il soit de 7,1 a 7,2 . Stériliser 20mn a

120°C.



Annexe 2

Réactifs.

1. Violet de gentiane.

Violet de gentiane lg
Ethanol a 90% 10 ml
Phénol 2g
Eau distillée 100 ml

2. Fushine de ziel..

Fushine basique lg
Alcool éthylique a 90% 10 ml
Phénol Sg
Eau distillée 100 ml
3. lugol.
lode lg
[odure de Potassium 2g
Eau distillée 300 ml
4. kovacs.
Alcool amylique ou isoamylique 150 ml
p.étiméthylaminobenzaldéhyde 10 g
_Acide chlorhydrique concentré 50 ml

Avec I'ajout de 1'acide en dernier et lentement. Conserver a +4°C.






