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revzations 

°C : Degré Celsius. 

0 D : Degré Dmnic. 

µ1 : Microlitre. 

ADH : Arginine deshydrolase . 

ADT : Agar Well diffusion test (teste de diffusion sur gélose par les puits) . 

Bact. /g : Bactéries par gramme. 

C8 : Huit atomes de carbone. 

cm : centimètre. 

g: gramme. 

h : heure . 

J : Jour. 

LOC : Lysine décarboxylase. 

ml : millilitre. 

mm : millimètre. 

ODC : Ornithine décarboxylase. 

ONPG : Orthonitrophénylgalactopyranoside. 

pH : Potentiel redox hydrogène. 

R: Racine. 

RM : Réaction de rouge de méthyle. 

UFC I ml : Unité formant colonie par millilitre . 

Urée: Uréase . 

V NaOH : Volume du NaOH. 

VP : Réaction de Vosges Proskauer. 

d 



Liste. des ures 
·Fig. 01 : Structure chimique de la tétracycline et de ses dérivés naturels . P09. 

Fig.02 : Appareil digestif du lapin P13. 

Fig.03 : Lapin disséqué avec organes en place P21. 

Fig.04 : Galerie biochinùque des entérobactéries P22. 

Fig.OS : Illustration de la méthode de diffusion sur disques P28. 

Fig.06 : Méthode du prélèvement du suc gastrique du lapin P30. 

Fig.07: La répa11ition des lapins dans les cages P31. 

Fig.08 : Méthodes et voie d'aclnùnistration des trois suppléments P32. 

Fig.09 : Prélèvements d'organes clans des conditions stériles P33. 

Fig.IO: Répa11ition des souches isolées et identifiées P35. 

Fig.Il : Résultats des interactions entre Lac robCtci/lus plonrCtrz1111 ensemencée en 
masse et les souches codées 0 L 02- 04, 14 et 17 en touche P39. 

Fig.12 : Actions des surnageants de L. plan/arum et P. acidi/acfici sur quelques 
entérobactéries (boite A et B) P41. 

Fig.13 : Actions des surnageants de L. planra1w11 et P. acidi/Ctcfic i sur quelques 
entérobactéries (boite C) P42. 

Fig.14: Survi.e de la bactérie lactique dans l'estomac du lapin P47. 

Fig.15 : Evolution du nombre des entérobactéries luminales coliques P49. 

Fig.16 : Evolution du nombre des entérobactéries associées à la muqueuse 
du colon. PSO. 

Fig.17 : Evolution du nombre des entérobactéries lmninales de l'iléon PSl. 

Fig.18 : Evolution du nombre des entérobactéries adhérentes à la muqueuse 
de l'iléon P52. 

Fig.19 : Evaluation de la translocation des entérobactéries vers le sang P53. 

Fig.20 : Evaluation de la translocation des Entérobactéries vers le foie P54. 



•• 

~- lSte a_es taDtea 
'"',·-~~::~::;~-f ~:--.:~~:;;-:;;;~~'=;~;;~_-.:i:~i~~~z;.;{:-,j~~;,:~:~~~~~~3'.~~,, __ . --.. · ·.4 

Tableau 01 : Profil biochimique de Pediococcus acidilactici P06. 

Tableau 02 : Profil biochimique de Lactobacil/us plantarum P06. 

~-~-:·.:~ :_~·=-Tableau-03-: Résilltats defa-galeriefiiochimique-:-des::Souclies!solèes.:.. -:--~ - - ·- -- -P36:-n· -- · ·-

Tableau 04: Résultats de la galerie biochilnique des souches isolées (suite) P37. 

Tableau 05 : Résultats des interactions entre L.plantarum et les entérobactéries P38. 

Tableau 06 : Résultats de l'effet des surnageants de Lactobacillus plantarw11 sur 
les entérobactéries P43. 

Tableau 07: Résultats de l'effet des surnageants de Pediococcus acidi/actici sur 
les entérobactéries P44. 

Tableau 08 : Evaluation du nombre des bactéries lactiques dans l'estomac du 
~p~ P4~ 

Tableau 09 : Variation du nombre des bactéries huninales du colon P49. 

Tableau 10: Vàriation du nombre des bactéries de la muqueuse dü colon PSO. 

Tableau 11 : Variation du nombre des bactéries luminales d'iléon PSI. 

Tableau 12 : Variation du nombre des bactéries de la muqueuse iléale P52. 

Tableau 13 : Evaluation de la translocation des entérobactéries vers le sang P53. 

Tableau 14 : Evaluation de la translocation des entérobactéries vers le foie P54. 



• 
,~ilm,m~aire 

• ··.'<.:.~,..:t><i ;li!...,-,r . ·~ .•.•• ,.,. ...... .., ....... ... -, ... ..;::i.l~'Z-. . 

Introduction POl 

____ ___f_~~<;! =--~-~!~ès~ _bibJ!ogF41p_hiq~e __________________________ _ 
- ·------

Chapitre I : Pro biotiques et prébiotiques. 

1. 1- Les probiotiques P02 
1.2- Les prébiotiques P02 
1.3- Les critères pour qu 'un microorganisme soit considéré comme probiotique P03 
1.4- Les probiotiques et leurs effets bénéfiques sur la santé P03 
1.5- Les souches probiotiques utilisées en alimentation humaine et animale POS 
1.6- Caractères bioclùmiques de Lplantarum et P.acidilactici P06 
1. 7- Probiotiques en élevage P07 

Chapitre II : Antibiotiques. 

II.1- Définition et données génétales sur les antibiotiques P08 
11.2- Classification des antibiotiques P08 
11.3- Mécaiùsmes d'action des antibiotiques sur les stmctures bactériennes P09 
11.4- Antibiotiques sans danger pour les lapins Pll 

Chapitre III : Lapins et cuniculture. 

III. 1- Le lapin 

111.1.1- D01mées générales 
111.1 .2- Anatonùe du tube digestif du lapin 
111.1.3- Microbiologie du tube digestif du lapin 
111.1.4- Physiologie du tube digestif du lapin 
111.1.5- Phénomène particulier : Crecotroplùe 

111.2- La cuniculture 

111.2.1- Conditions d'ambiance 
III.2.2- Alimentation du lapin 
III.2.3- Principales maladies d'origine bactérienne du lapin 

P12 

P12 
P12 
P14 
P14 
PIS 

P15 

P15 
P16 
P16 



Partie II : Travail pratique 

Matériel et Méthodes 

11.1-Matériel 

II.1.1- Les bactéries lactiques 
II.1.2-Antibiotique 
II.1.3-Les lapins 
II. 1. 4-L' aliment 
II.1.5-Le lait 
II.1.6-Les milieux de culture, réactifs et autres produits 

- ------ --::---::-::::::----II:-1-:-1--Autr_e matériel-:.-::----~--------- --- -----~-- - -- ---------- -------

11.2- Méthodes 

11.2.1- Isolement et identification des entérobactéries 
II.2.1.1- Sacrifice du lapin 
11.2.1.2- Prélèvement 
II.2.1.3- Préenriclùssement et ensemencement 
II. 2 .1. 4- Isolement et purification 
11.2.1.5- Tests d ' identification des entérobactéries 

Il.2.1.5.1- Examen nùcroscopique : Coloration de GRAM 
11.2.1.5.2-Tests physiologiques et bioclùnùques 
• Recherche de la catalase 
• Utilisation du citrate de Simmons 
• Métabolise des protéines et des acides aminés 

-Recherche de l'uréase et la production d' indole 
-Recherche de l'Arginine deshydrolase (ADH) 
-Recherche de l'onùthine décarbo-x.)'lase (ODC) 
-Recherche de la lysine décarbOA.)'lase (LDC) 

• Attaque du Mamùtol: Mamùtol -Mobilité 
• Réaction au rouge de méthyle 
• Réaction de Vosges Proskauer 
• Recherche de l'ONPG 
• Fermentation des sucres en milieu TSI 
• Fermentation des sucres en milieu MEVAG 

P18 

P18 
P18 
P19 
P19 
P19 
P19 

-- --- -- -- -,---P-20--c--- --

P20 

P20 
P20 
P21 
P21 
P21 
P22 
P22 
P23 
P23 
P23 
P23 
P23 
P24 
P25 
P25 

P25 
P25 
P26 
P26 
P26 
P27 

11.2.2- Etudes des interactions entre les bactéries lactiques et les entérobactéries P27 

11.2.2. l- Méthode Touche - Masse P27 
II.2.2 .2- Méthode des puits P28 
II.2.2.3- Méthode de diffusion sur disques P28 

II.2.3- Etude de l 'effet surnageant des probiotiques sur les entérobactéries P29 



II.2 . 4-Etude de la survie de Lacrohacil!us plantarum dans l'estomac du lapin P29 
11.2.4.1- Préparation du lait fermenté · P29 

• . Détermination de l'acidité et du pH P29 
• Dénombrement des bactéries lactiques du lait fermenté P30 

11.2.4.2-Administration du probiotique P30 
II.2.4.3-Dénombrement de la flore lactique au niveau stomacal P30 

II.2.5-Etude de l'effet de l'Oxytétracycline et de L.planrarum sltr la translocation 
post-abattage des entérobactéries chez le lapin P31 

II.2.5.1-Préparation des lapins et administration des suppléments P31 
II.2 .5.2-Abattage des lapins, prélèvement d'organes et technique de 

dénombrement des entérobactéries P32 
11.2. 6-Traitement statistique P33 

III. Résultats et discussion 

III.1- Isolement et identification des entérobactéries P34 
IIl.1.1-0bservation macroscopique et nùcroscopique P34 
IIl.1 .2-Tests bioclùnùques P34 

III.2- Etude des interactions entre le probiotique et les entérobactéries P38 
III.3- Eh1de de l' effet surnageant des deux probiotiques sur les entérobactéries P41 
IIl.4- Survie de Lactubacillus pla111arw11 dans l 'estomac du lapin P46 

111.4. l- Détermination de l' acidité et du pH du lait fermenté P46 
III.4.2- Dénombrement des bactéries lactique du lait fermenté P46 
III.4.3- Evaluation de la survie de Lactobacillus plantarzml dans l'estomac 
du lapin P47 

III.4- Eh1de de l'effet de L.plantarum et de l' O:\.rytétracycline sur la translocation 
post abattage des entérobactéries chez le lapin P48 

Conclusion Générale P56 

Références bibliographiques P57 

Annexe 01 P65 
Annexe 02 P68 
Annexe 03 P69 

Glossaire 



•• 

. 
., 

t-zr.t1~11r ••r1 m' 



Introduction 

Dans le Caucase, en Europe de l'Est, en Russie et au Moyen-Orient, où l'on 
consomme des produits laitiers fermentés depuis des centaines d'années, on a toujours 
considéré que ces aliments étaient source de santé et de longévité [97]. 

Un sujet qui est à la fois aussi ancien que l'humanité et d'une brûlante actualité: 
les aliments probiotiques. Aujourd'hui, nous les connaissons notamment sous 
la forme de produits laitiers fermentés contenant des bactéries lactiques vivantes qui 
exercent un effet favorable sur la santé (98]. 

Les probiotiques, sont des bactéries vivantes présentes naturellement ou ajoutées 
dans certains aliments. Mais pour être qualifié de probiotiques, il faut que le micro
organisme ait fait preuve de bénéfices santé, il doit être capable de séjourner dans 
le milieu très acide de l'estomac et de résister à l'action de la bile, et qu'il survive 
suffisamment longtemps dans l'intestin pour agir et puissent atteindre leur site 
d'action, car s'il ne s'installe pas de manière durable, le probiotique amène néanmoins 
des bénéfices de manière transitoire, ce qui explique qu'il faut consommer 
régulièrement ces produits contenant des probiotiques : dès que l' on s ' arrête, l'effet 
disparaît bien souvent [ 151 . 

Les probiotiques sont des bactéries qui exercent une influence bénéfique sur 
la flore intestinale, et le bien-être en général, et peuvent être autant efficaces dans 
la prévention et le traitement de plusieurs maladies (98] . 

L'usage des probiotiques semble plus particulièrement couronné de succès dans 
les diarrhées post-traitement antibiotique, un des buts premiers de la mise au point des 
probiotiques était de diminuer l'utilisation d'antibiotiques[98] . Les antibiotiques ont 
été également utilisés pour la prévention de l'altération microbiologique des viandes 
lors de leur maturation, ainsi, ils sont administrés aux animaux avant abattage [74]. 

Il est vrai que les antibiotiques sont parfois utilisés à tort et à travers, ce mauvais 
usage étant à l'origine de l'émergence de résistances bactériennes. En ce domaine, 
les probiotiques sont une alternative, mais du travail reste encore à accomplir en 
la matière (98] . 

C'est dans le même ordre d'idées que nous allons investir nos connaissances, en 
traitant le sujet intitulé : Activité probiotique de Lactobacillus plantarum 
et Pediococcus acidilactici : Etude des interactions et évaluation comparative de 
l'effet de L. plantarum et de l 'oxytétracycline sur la translocation post abattage des 
entérobactéries chez le lapin. 

Cette étude a été accomplie en deux parties : 
Une partie bibliographique qui a permis l'acquisition des principes de base pour 
initier le travail pratique. · 
Une pa1tie pratique dans laquelle on a mis en évidence le rôle de quelques souches 
lactiques à effet probiotique sur la flore endogène du lapin. 
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Ptobiotiques et prébiotiques 

1.1- Les probiotiques 

La notion de " probiotiques" a été développée grâce aux travaux de Metchnikoff 
[58]qui avait constaté que les paysans bulgares, grands consommateurs de laits 
fermentés, vivaient très vieux et en bonne santé. Ainsi, Metchnikoff avait proposé 
l'ingestion de bactéries vivantes, particulièrement des bactéries lactiques, pour réduire 
les désordres intestinaux. et améliorer l'hygiène digestive, et donc augmenter 
l'espérance de vie [2 7] . 

Le terme probiotique dérive des deux mots grecs" pros" et" bios" qui signifient 
littéralement "pour la vie" contrairement au terme antibiotique signifiant "contre la 
vie". Ce terme a été introduit pour la première fois par Lilly et Stillwell [46] pour 
décrire des substances produites par un microorganisme et stimulant la croissance 
d'autres microorganismes. Depuis, plusieurs définitions ont été données aux 
probiotiques dépendamment de leurs effets sur la santé. Selon Parker [ 66], 
« probiotiques » désigne les microorganismes et les substances qui contribuent au 
maintien de l'équilibre de la flore intestinale. Cette définition englobant 
les microorganismes et les métabolites microbiens produits (les antibiotiques), a été 
modifiée par Fuller [23] qui redéfinit les probiotiques comme étant: "des préparations 
microbiennes vivantes utilisées comme additif alimentaire et qui ont une action 
bénéfique sur l'animal hôte en améliorant la digestion et l'hygiène intestinale". Enfin, 
selon la définition adoptée par le groupe de travail mixte fonné par l 'Organisation des 
Nations Unies (ONU) pour l'agriculture et l'alimentation et L'OMS (Organisation 
Mondiale pour la Santé) (Report of FAO/WHO, 2002), les probiotiques sont : « des 
microorganismes vivants administrés en quantités adéquates et qui sont bénéfiques 
pour la santé de l'hôte». 

I.2- Les prébiotiq ues 

Les prébiotiques ont été définis comme étant des ingrédients alimentaires non 
digestibles exerçant des effets bénéfiques sur l'hôte en stimulant sélectivement dans 
le colon la croissance et/ou l'activité d'une ou d'un nombre limité de bactéries 
capables d'améliorer la santé de l'hôte [02). 

Le concept de prébiotique a été développé suite aux travaux de Gibson et al. [25] 
qui ont mis en évidence une stimulation sélective de la croissance de bifidobactéries 
dans le colon de sujets ayant ingérés de l'oligofructose et de l'inuline. 

Les prébiotiques doivent être non digestibles pour servir de substrat aux bactéries 
spécifiques, principalement les bifidobactéries et les lactobacilles, qui sont actives 
et améliore la santé de l'hôte. Les fibres alimentaires comme les polysaccharides tels 
que l'amidon, l'inuline, la pectine, la gomme guar, et les oligosaccharides non 
digestibles sont ainsi fermentées par les bactéries intestinales en produisant des acides 
gras à courte chaîne notamment les acides acétique, propionique et butyrique ... qui 
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Probiotiques et prébiotiques 

sont alors utilisés par les différents tissus de l'hôte comme substrats énergétiques, ou 
comme fadeurs de régulation cellulaire [08]. 

Pour être considéré comme prébiotique, un ingrédient alimentaire doit [25] : 

- Etre ni hydrolysé ni absorbé dans le tractus gastro-intestinal. 
- Etre sélectif pour un nombre limité de bactéries endogènes. 
- Modifier la microflore intestinale en améliorant sa composition. 
- Induire des effets intestinaux ou systémiques bénéfiques pour la santé de l'hôte. 

1.3- Les critères pour qu'un microorganisme soit considéré comme 
pro biotique 

Pour qu'un organisme soit considérés comme étant potentiellement probiotique il 
doit présenté les caractéristiques suivantes [72, 78,84, 85] : 

- Etre un habitant naturel de l'intestin. 
- Etre capable de coloniser le milieu intestinal, persister et se multiplier. 
- Résister à l'acidité gastrique. 
- Résister aux acides biliaires. 
- Adhérer aux cellules intestinales, et exclue ou réduit l'adhérence des pathogènes . 
- Avoir un métabolisme actif et produire des substances inhibant les pathogènes . 
- Non invasif, non carcinogène, non pathogène. 
- Etre capable de co-agréger pour former une flore normale équilibrée. 
- Survivre aux différent procédés technologiques de production. 
- Garder sa viabilité dans l'aliment durant le transi intestinal. 

1.4- Les probiotiques et leurs effets bénéfiques sur la santé 

Plusieurs effets bénéfiques sur la santé ont été associés à la consommation des 
probiotiques. Les points suivants illustr·ent la diversité de ces effets documentés 
et rapportés dans la littérature. 

1.4.1-Les probiotiques et les infections gastro-intestinales: Des études cliniques 
ont démontré que des infections gastrointestinales causées par Helicobacter pylori, 
la diarrhée du voyageur, diarrhée due aux rotavirus, diarrhée-associée aux 
antibiotiques comme celle causée par Clostridium difficile, peuvent être contrecarrées 
avec succès par l'utilisation de probiotiques (54, 69, 87,88, 93] . A titre d'exemple 
Wang et al. [103]ont rapporté que la consommation régulière de yaourt additionné de 
Lactobacillus acidophilus La 5 ou de Bifidobacterium lactis Bb 12 induit une 
suppression effective de l'infection due à H. pylori. Tandis que Rosenfeldt et al. (71] 
ont mentionné que des souches de L. rhamnosus et L. reuteri ont permis de traiter des 
gastr·o-enté1ites à rotavirus chez des enfants hospitalisés . 

., 
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Pfobiotiques et prébiotiques 

1.4.2-Les probiotiques et l'intolérance au lactose : Il a été rapporté que 
la consommation de lait ou de yaourts enrichis en probiotiques améliore l'absorption 
de lactose chez les patients déficients en lactase et réduit les symptômes digestifs dus 
à l'intolérance au lactose. Jiang et al. [34] ont démontré que la consommation de lait 
contenant des souches de Bifidobacterium longum réduit les symptômes de 
la malabsorption de lactose chez des sujets humains suite à une élévation de 
la sécrétion de ~-galactosidase. 

1.4.3-Les probiotiques et le cholestérol : Des études préliminaires ont révélé que 
la consommation de yaourt ou de lait fermenté contenant des probiotiques entraînent 
une diminution du taux de cholestérol dans le sang, et par conséquent la réduction des 
risques d'hypercholestérolémie responsable des maladies coronariennes. Bukowska 
et al. [13] ont mis en évidence une diminution du taux de cholestérol sanguin chez des 
sujets soumis à un régime supplémenté avec Lactobacillus plantarum 299 v. 

1.4.4-Les probiotiques et la prévention du cancer du colon : Selon certaines études, 
les bactéries probiotiques ont la propriété d'inhiber les processus conduisant à 
la formation du cancer du colon chez l'homme. En effet, Matsumoto et Benno [53] 
ont mentionné que la consommation de yaourt contenant Bijidobacterium lactis 
LKM512 réduit significativement la mutagénécité dans l'intestin de volontaires par 
comparaison à un placebo. 

1.4.5-Les probiotiques et les maladies inflammatoires de l'intestin : Selon 
la littérature, les processus inflammatoires impliqués dans les pathologies de l'intestin 
de l'homme comme la maladie de Crohn, la colite ulcéreuse et la pouchite sont 
contrôlés par les probiotiques. Une étude de Guandalini [29] a montré que l'ingestion 
de Lactobacillus GG entraîne une amélioration notable de l'état clinique chez des 
enfants souffrant de la maladie de Crohn. De même Gosselink et al. [26] ont observé 
des effets cliniques bénéfiques chez des patients affectés par une colite ulcéreuse 
après in~estion de produits fermentés contenant Lactobacillus GG 
(1-2x 10 ° bactéries/jour). 

I.4.6-Les probiotiques et la perméabilité intestinale : L'altération de 
la perméabilité intestinale (fonction-barrière) causée par une infection, toxines ou 
autre facteur favorise un transfert aberrant d'antigènes (y compris la microflore 
locale) à travers l' intestin en engendrant des réponses imnuuùtaires inappropriées 
(réactions inflammatoires ou auto-inummes) [05] Des études récentes ont montré que 
la consommation de pro biotiques stabilise la fonction barrière de l'épithélium 
intestinal. Isolauri et al. [02) ont démontré que Lactobacillus GG normalise 
le processus de perméabilité intestinale chez le rat. En outre, une étude récente de 
Rosenfeldt et al. (70] a démontré qu'une administration de probiotiques Lactobacillus 
rhamnosus et Lactobacillus reuteri permet de stabiliser la fonction-banière de 
l'intestin et de diminuer les symptômes gastro-intestinaux chez des enfants souffrant 
d'une dermatite atopique. Cependant les mécanismes impliqués dans cette 
n01malisation ne sont pas encore bien connus. 

4 



Probiotiques et prébiotiques 

1.4.7-Les probiotiques et la motilité de l'intestin: La motilité intestinale joue un 
rôle important dans la réduction de la croissance des microorganismes pathogènes 
dans l'intestin. Les probiotiques pourraientavoir des effets positifs sur la motilité de 
l'intestin en réduisant le temps de transit des microorganismes pathogènes (Takiguchi 
et al.)(02] .Une étude de Grimaud et al. (02] a montré que l'ingestion de lait fermenté 
avec Bifidobacterium animalis entraîne une réduction significative du temps du transit 
du contenu gastro-intestinal chez des volontaires. Tandis que Verdu et al. (90] ont 
rapporté que l'effet de Lactobacillus paracasei sur la motilité de l'intestin se traduit 
par une atténuation de l'hyper contractilité post-infection du muscle. Ils suggèrent que 
les probiotiques peuvent être utilisés dans le traitement du syndrome de l'intestin 
irritable. 

1.4.8-Les probiotiques et le système immunitaire : Selon la littérature, 
les probiotiques, grâce à leurs composants intra ou extracellulaires actifs, sont 
capables d'influencer le système immunitaire par contact avec les cellules 
immunocompétentes, en transmettant des signaux qui modifient la réponse 
immunitaire de l'organisme hôte. De nombreuses études ont en effet rapporté que 
la prolifération des lymphocytes et la production de cytokines par les cellules du 
système immunitaire peuvent être sensiblement modifiées par l'ingestion de 
probiotiques. Selon la nature de leurs constituants cellulaires, les probiotiques 
i.nfluencent sé lectivement la fonction inununitaire en induisant la réponse humorale. 
cellulaire ou non spécifique [821. 

I.4.9-Les probiotiques et les allergies: Une étude clinique de Mastrandrea et o/.(52] 
effectuée sur des sujets humains (6 à 48 ans) présentant des symptômes cliniques 
d'asthme et/ou conjonctivite, rhinite, urticaire, dermatite atopique, allergie alimentaire 
et le syndrome de 1 'intestin irrité, a montré les effets positifs des probiotiques dans 
le traitement des maladies allergiques. Selon cette étude, une administration 
quotidienne d'un mélange 1 x 109 bactéries vivantes de L.acidophilus, L.delbrueckii 
et S. thermophilus permet de réduire significativement le taux de précurseurs 
circulants de lymphocytes CD34 +impliqués dans l'inflammation allergique 
systémique. Wang et al. [92] ont rapporté que l'ingestion de lait fermenté contenant 
L.paracasei -33 ( 2 x 109 cfu/pot) pendant 30 joms, permet d'améliorer la qualité de 
vie chez des patients souffrant d'une rhinite allergique. 

1.5-Les souches probiotiques utilisées en alimentation humaine et animale 

Les souches ou espèces probiotiques sont des composants normaux de la flore 
intestinale (201. En alimentation humaine, les gemes microbiens les plus utilisés 
conune probiotiques sont Locrobocil/us, B(fidubocterium et Streptococcus (06] . Par 
contre, en alimentation animale de nombreux gemes bactériens et fongiques sont 
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utilisés, comme Lactobaci/lus, Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus, 
Pediococèus. Enterc>coccus, Propionibacteriun1, Saccharon1yces. Aspe1:r;illus 
et Torulopsis [83] . 

En général, les souches probiotiques sont sélectionnées prioritairement pour leurs 
effets bénéfiques et leur sécurité d'utilisation (innocuité) [86]. 

1.6- Caractères biochimiques de L.plantarum et P.acidilactici 

Parmi les bactéries lactiques à effet probiotique on trouve les deux espèces : 
Lactobacillus plantanm1 et Pediococcus acidilactici, dont les principaux caractères 
sont mentionnés dans les tableaux 0 l et 02. 

Tableau 01 : Profil biochimique de Pediococc11s acidilactici [10,30] . 

Croissance 
ci.i ci.i N :.. ::::: ::cl o~ -~ o~ ...; r- u u u •Cl.i ci.i O" ~ Uo 0 0 0 
8 "'O ·.: > Q « 0 « Vl 0:: OO ::cl ::cl Vl 0 0 
0 ·- Cj ~ z-.:r- Z.,o- z- Q. ~ -.:r- Vl ~ u « Q. 

io-. « -

...-4 + + + + 1 + + + + + Q 

Production d'acide à partir de: 

~ ci.i ~ ci.i 0 
ci.i 

ci.i ~ 0 0 0 ~ ~ ci.i c:: 0 0 ci.i ci.i ..... 0 :.. ci.i 0 0 -c:: .5 ..... « -0 ..... :.. ~ ~ ·- ·- c:: ci.i c:: ..... ci.i ·-:E ·- u -ci.i 0 0 c:: ~ ~ .c ·- ·- « ~ :.. 
,.Q ::::: « Cj ..... ..... c:: -ci.i !.;: 0 u c.J ,.Q .c 0 ..... 

8 « Cj -; ;;..., c.J « « :Qj ..... ,.Q u ·- :.. -ci.i ;.< 
:.. ~ G « :;; :;; ~ 

« 
~ e:: -; 0 ~ 

;;..., ci.i 

~ ~ ~ Cj ...:i ~ rJ) rJ) rJ) X Q 

1 +I + + 1 +I 1 1 1 +I + 1 + 1 +I + 1 

Tableau 02 : Profil biochimique de Lactobaci/lus plantarum [10, 30]. 

Isomère Croissance 
acide ADH C02 sur glucose Mobilité 

lactique I5°C 45°C 

DL - - - + ± 
Production d'acide à partir de: 

ci.i 

.5 ci.i ci.i 
ci.i ci.i ci.i ci.i 

ci.i ci.i 
~ ~ ci.i -; ~ ~ ..... 0 ~ 0 0 

0 0 ci.i e:: 0 ~ ~ :.. ~ 

"'O c:: ·- c:: c:: ci.i ..... ..... .~ 0 8 « 0 0 
.Q ~ ·- ·- c:: ci.i ..... ci.i en ·- 0 0 c:: ~ ,.Q 8 ~ .c e:: ~ ;;..., ,.Q 0 ::::: u ..... c:: -ci.i ·- i.: 0 u .Q .c 0 

8 « Q) u :::1 c.J e:: :Qj :Qj ..... « ,.Q u :.. 'Cl.i ~ :.. ~ ë3 e:: :g :g :g « .c .... e:: 0 :.. 
~ ~ u i:.:i ...:i ~ ~ ~ rJ) lj) E-< X 

+ +I + + + + +1 +1 + + 1 + + + + +I 
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1. 7- Pro biotiques en élevage 

Les germes probiotiques sont déjà utilisés depuis un certain temps pour l'élevage 
des animaux et beaucoup de nos connaissances actuelles sur les probiotiques sont 
issues de la recherche vétérinaire [ 59]. Ce sont des composés utilisés comme additif 
alimentaire antimicrobien qui influencent l'équilibre de la population microbienne 
intestinale et augmentent ainsi la croissance et la production du cheptel [55]. 
Les probiotiques peuvent aidés à surmonter les effets négatifs de certaines maladies 
qui modifient de façon nuisible la flore intestinale. Ils sont donc utiles dans certains 
cas pour réduire au minimum les troubles digestifs ou aider à surmonter le stress 
provoqué par le sevrage ou le transport des animaux. Les fongi unicellulaires de type 
levures peuvent également avoir des effets efficaces sur la fermentation ruminale 
et améliorer la digestion et l'efficacité alimentaire [55]. 

Aujourd'hui, on trouve sur le marché de plus en plus d'aliments contenant des 
probiotiques, ces derniers sont également fabriqués et distribués sous fo1mes de 
médicaments[59]. 

En se basant sur le fait de la production d'acide lactique on a cherché a réaliser sa 
production dans l'intestin dont on veut modifier la flore bactérienne, par acidification 
du milieu, dans les entérites, la constipation, en administrant des bacilles lactiques, 
sélectionnés, présentés sous forme de cultures liquides (les plus actifs), pâtes 
(également actives), et comprimés lactiques (de valeur douteuse), mais la forme 
lyophilisées est préférée a toute autre [58]. 

Les préparations a base d'autolysat de Lactobacillus et de Saccharomyces servent 
de support pour administration buccale de E. coti non pathogène, antibiorésistant 
et à prolifération rapide pour le traitement des entérites des carnivores [58]. 
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Antibiotiques 

11.1- Définition et données générales sur les antibiotiques 

Les antibiotiques sont des substances chimiques organiques, produites par un petit 
nombre de microorganismes, et exerçant une action toxique envers d'autres 
microorganismes dont principalement des bactéries [11 ]. Cette réaction peut être 
seulement inhibitrice de la croissance, elle est alors bactériostatique et réversible mais 
elle peut aussi être létale, et dans ce cas elle est bactéricide et irréversible. Souvent un 
même antibiotique peut exercer l'un ou l'autre de ces effets, en fonction de sa 
concentration [11 ]. 

L'efficacité des antibiotiques dépend considérablement de leur nature chimique qui 
conditionne également leur spectre d'activité. Beaucoup d'entre eux sont à spectre 
étroit: c'est à dire qu'ils n'exercent une efficacité significative que sur un nombre 
limité d'espèces bactériennes, et parfois même sur une seule espèce. D'autres sont, au 
contraire, à large spectre et agissent sur un nombre important d'agents pathogènes, 
leur application médicale est alors bien plus répandue. La sensibilité des bactéries aux 
antibiotiques est variable, les bactéries à Gram positif étant généralement plus 
sensible que les bactéries à Gram négatif [11 ]. 

11.2- Classification des antibiotiques 

Il existe de très nombreux antibiotiques connus. Mais mois de 1 % d'entre eux 
trouvent une application médicale, principalement à cause de leur toxicité intrinsèque 
vis-à-vis des cellules de l'organisme hôte traité. En effet, seuls les antibiotiques 
ciblant une structure ou une fonction bactériennes spécifiques sont peu ou pas 
toxiques [11]. 

Les antibiotiques sont classés en familles, selon leur structure chimique, leur 
origine ou leur mode d'action, et on distingue les groupes suivants [11]: 

11.2.1- Les IJ -lactamines : Elles comprennent les Pénicillines, 
les Céphalosporines et les Céphamycines. Les 13-lactamines sont les antibiotiques 
les moins toxiques pour l'homme. 
La plupart des pénicillines sont produites naturellement par Penicillium notatum 
et Penicillium chrysogenum, sous forme de pénicilline G (benzyl-pénicilline). 

11.2.2- Les Aminosides: sont des substances composées d'un petit nombre de 
sucres aminés. Ils ont une activité bactéricide, mais induisent une toxicité significative 
pour l'hôte. 

11.2.3- Les Macrolides: C'est un groupe d'antibiotiques ayant un cycle 
lactone associé à un ou plusieurs glucides, leur substance type est ! 'Erythromycine qui 
est synthétisée par Streptomyces erythraeus. Ce groupe d'antibiotique possède un 
spectre d'action relativement large. 
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11.2.4- Tétracyclines: Les Tétracyclines regroupent 3 antibiotiques d'origine 
naturelle: la Tétracycline (voir figure 01), la Chlorotétracycline et l'Oxytétracycline. 
Elles sont composées de 4 cycles substitués par divers éléments. 

Les Tétracyclines ont une grande importance médicale en raison de leur large 
spectre d'action. Il existe également des tétracyclines semi synthétiques, mieux 
tolérées et plus actives, dont le noyau naphtacène est substitué par différents autres 
éléments. 

CH3 CH3 
Ri R2 RJ R1 "' / H HOCH3HH N 

Y. J_ 
H 

1 

vl~o 
OH 0 OH 0 

Tétracycline 

Antibiotiques Rl R2 R3 R4 

7-chlortétracycline: H OH CH3 CL 
( Autréomycine) 

Oxytétracycl ine : OH OH CH3 H 
(Tétracycline) 

Fig. 01: Structure chimique de la tétracycline et de ses dérivés naturels. 

11.2.5- Le Chloramphénicol : C'est un antibiotique à large spectre, mais il a 
une toxicité pour l'hôte relativement importante, qui limite son usage aux seuls cas où 
il ne peut être remplacé par un autre antibiotique. Sa toxicité s'exprime par des 
réactions d'allergie et des effets neurotoxiques et sanguins. 

11.2.6- Sulfamides : Ce sont des composés entièrement obtenus par synthèse 
chimique et dérivent de la chimie des colorants. Ils agissent par l'inhibition 
compétitive de la synthèse de métabolites essentiels dont ils sont des analogues de 

structure. 

Il.3- Mécanismes d'action des antibiotiques sur les structures bactériennes 

La première phase d'action des antibiotiques est leur mise au contact des bactéries 
ciblées dont ils doivent perturber une voie métabolique vitale qui constitue leur site 
d'action [11) : 
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11.3.1- Action sur la paroi : Contrairement aux cellules animales, les bactéries 
possèdent une paroi rigide qui les protège des perturbations osmotiques du milieu. 
Elle a la particularité d'être constituée d'un complexe moléculaire exclusif: 
le peptidoglycane, dont le métabolisme de synthèse constitue la cible sélective de 
nombreux antibiotiques : principalement les fi-lactamines . 

11.3.2- Action sur la membrane cytoplasmique : La membrane cytoplasmique 
est le siège des transports membranaires de substrats et de métabolites entre 
la bactérie et son milieu. Les antibiotiques désorganisent les fonctions normales de 
la membrane cytoplasmique, en altérant sa structure par la formation de pores et par 
la dérégulation du transport des ions et d'autres substrats. 

La membrane cytoplasmique, ainsi altérée, ne peut plus contrôler les transports 
et perd son rôle de barrière osmotique, provoquant la perte de la substance 
cytoplasmique. 

11.3.3- Action sur la synthèse des protéines : De nombre antibiotiques ; 
Tétracyclines, Macrolides, Chloramphénicol, ont pour cible primaire les sous unités 
30S ou 50S des ribosomes bactériens. 

Comme ces antibiotiques sont spécifiques des ribosomes bactériens (70S), ils sont 
inactifs sur les ribosomes eucaryotes (80S). Leur action aboutit à l'altération à 
différents niveaux de la synthèse des protéines : fixation de l'aminoacyl-ARNr, liaison 
peptidique des acides aminés, lecture de l' ARN m. Les Tétracyclines se lient à la sous 
unité ribosomale 30S et empêchent la liaison des ARN1 au complexe ribosome-ARNm 
avec pour conséquence l'inhibition du métabolisme de synthèse des protéines. 

Les Tétracyclines ont, en outre; la propriété de s'accumuler dans les cellules 
bactériennes grâce à un système de transport actif, ce qui accroît d'autant leur effet 
antibactérien. 

11.3.4- Action sur la synthèse des acides nucléiques : Certains antibiotiques, 
perturbent le métabolismes de synthèse des acides nucléiques, essentiellement en 
inhibant l' ADN-polymérase. Mais ils agissent aussi sur d'autres enzymes impliquées 
dans la réplication de l 'ADN et dans sa transcription. 

11.3.5- Anti-métabolites: Les antimétabolites sont des substances de synthèse, 
ayant une structure chimique analogue à celle de métabolites primaires bactériens. 
Ils agissent comme anti-métabolites par inhibition compétitive : ils sont reconnus 
et fixés par une enzyme clé de la bactérie, à la place de leur substrat normal mais ils 
ne peuvent être métabolisés, ce qui a pour effet de bloquer la voie métabolique 
concernée. 
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11.4- Antibiotiques sans danger pour les lapins 

Il existe de nombreux antibiotiques qui peuvent être utilisés dans le traitement 
des maladies du lapin, citons [24] : 

~ Pénicilline et streptomycine : suspension à injecter par voie intramusculaire 
ou sous-cutanée, indiquée pour les infections bactériennes à Gram positif. 

~ Tétracyclines Terramycine: poudre à prendre par la bouche pour le traitement 
des infections causées par des bactéries Gram positif ou négatif. 

r Chloramphénicol Framycétine : pour le traitement des ilûections causées par 
les Gram positif ou négatif. 

,. Aminoside : utilisé contre les bactéries Gram positif et négatif. 

,. Néomycine : utilisé contre les bactéries Gram positif et négatif. 

,. Tylosine : utilisée contre les Gram positif. 
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Lapin et cuniculture 

111.1- Le la pin 

111.1.1- Données générales 

Lapin, petit mammifère à fourrure, à queue courte et à longues oreilles, appartient 
àla famille des Léporidés, l'ordre des lagomorphes [96]. 

Les lapins, qui sont de mœurs plutôt nocturnes, sont herbivores. Ils se nourrissent 
de plantes herbacées, de graminées, d'écorce, etc. Ils sont des animaux prolifiques, 
la gestation dure environ un mois. Chez certaines espèces domestiques, le nombre de 
portées peut aller jusqu'à huit, chacune comptant douze lapereaux, ces derniers 
naissent aveugles, dépourvus de fourrure et incapables de se déplacer [96]. 

Les lapins sont élevés comme animaux de compagnie, mais aussi pour les 
expériences en laboratoire dans le cadre de recherches en biologie, et enfin, pour leur 
chair et leur fourrure [96). 

111.1.2- Anatomie du tube digestif du lapin 

Chez un lapin adulte ( 4-4,5 kg) ou subadulte (2,5 à 3 kg), le tube digestif a une 
longueur totale d'environ 4,5 à 5 mètres. Il est constitué de : 

IIl.1.2.1- La bouche: La dentition du lapin est préformée dès la naissance 
de 16 dents de lait, vers l'age de 15 jours sont entierment remplacées par 28 dents 
définitives a croissance continue leur rôle masticateur est h·ès modéré [41, 24] . 
Les glandes salivaires (parotide, sous-mandibulaire, linguale et zygomatique) 
secrètent une salive séreuse qui lubrifier les aliments et débute la digestion [09, 24] . 

111.1.2.2- L'œsophage: Est placé entre la trachée et la colonne vertébrale, il est d'une 
longueur de 8 à 12cm [41, 24]. Il ne permet les mouvements du bol alimentaire que 

dans la direction d'estomac [ 41]. 

111.1.2.3- L'estomac: C'est une poche allongée au revêtement muqueuse, d'une 
acidité élevée (pH=2,2), dans lequel ont lieu les principales réactions d'attaque des 
aliments notamment des sucres et des protéines sous l'action de l'acidité 
chlorhydrique [24}. 

111.1.2.4- L'intestin grêle : Il fait suite au pylore, mesure environ 3m de longueur 
pour un diamètre d'environ 0,8 à lem, il est légèrement alcalin (pH=7) et s'acidifié 
progressivement pour atteindre 6,2-6,5 à sa fin [41]. Il est d'une capacité limité, qui se 
confond contrairement à celui des autres animaux avec le duodénum, le jéjunum 
et l'iléon. 

Dans le duodénum se répand la bile produite par le foie et emmagasinée par 
la vésicule biliaire. 

Outre la bile, l'intestin grêle reçoit les sucs pancréatiques : trypsine~ 
chymotrypsine, les lipases et autres enzymes [24] . 
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ID.1.2.5- Le crecum: Forme un second réservoir qui est très développé chez 
les lapins à tel point qu'il représente avec l'estomac presque 70% de l'appareil 
digestif pour ce qui concerne la capacité, le poids et le volume [24], il mesure environ 
40-45 cm de longueur pour un diamètre moyen de 3 à 4 cm. La paroi du ccecum 
s'invagine selon une spirale qui fait 22 à 25 tours ou spires, augmentant ainsi 
la surface de muqueuse au contacte du contenu ccecal [ 41]. 

Dans le ccecum ont lieu toutes les réactions de fermentation concernant 
la digestion de la cellulose qui ne peut être digérée, et par conséquent décomposée 
que dans ce secteur [24). Il renferme une flore et une faune indispensable à une bonne 
digestion. En cas de perturbation de l'équilibre écologique, il se crée souvent une 
diarrhée [ 09]. 

A son extrémité, l'appendice ccecale (10 à 12 cm) a un diamètre nettement plus 
faible, sa paroi est constituée de tissus lymphoïde [ 41]. 

111.1.2.6- Le côlon : D'environ 1,5 m, il est d'abord caractérisé par la présence 
d'haustra (petits renflements en forme de poche). Sur environ 50cm; c'est le côlon 
proximal. Après une zone d'environ 1 à 1,5 cm portant les seuls muscles stries du 
tube digestif [ 41]. 
La paroi devient lisse dans sa partie terminale. Cette partie est appelée côlon distal, sa 
dernière partie est appelée rectum et se termine à l'anus, qui est porteur des glandes 
anales. La figure ci-dessous montre les composant du tube digestif du lapin. 

APPAREIL DIGESTIF DU LAPIN. 

E!S•om•c et lnte.stln du h,.pin. 

Fig. : Appareil digestif du lapin [42] 
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111.1.3- Microbiologie du tube digestif du lapin 

Comme tous les nouveau-nés, le lapereau n'a pas de flore intestinale à la naissance. · 
L'implantation de la flore est assez atypique, dans la mesure où pendant les deux 
premières semaines la flore stomacale et dans une certaine mesure celle de l'intestin 
grêle est très pauvre, voire absentes. Cette situation est due au rôle bactériolytique des. 
acides gras en C8 et C 10 largement présents dans le lait des lapines et libérés par 
la lipase gastrique des lapereaux [ 41]. 

Selon Gouet et Fonty [41], la vitesse de colonisation de l'estomac varie beaucoup 
d'un lapereau à l'autre. Le nombre total de bactéries du contenu stomacal est 
généralement faible jusqu'à 14 jours (entre <102 et 104 bact/g). Il augmente un peu 
ensuite et se situe aux environs de 104 à 106 bactéries par gramme à partir du 30eme 
jour. Il augmente temporairement au moment où les lapereaux ingèrent leurs 
crecotrophes [ 41 ]. 
Dans l'intestin grêle, l'implantation des bactéries est plus rapide et plus abondante. 
L'amplitude des variations entre individus s'estompe à partir du sevrage (28-30 jours), 
et la flore se stabilise vers 106 à 108 bact /gramme de contenu. Le crecum et le côlon 
hébergent dès la première semaine une flore abondante ( 10 7 -109 bactéries par 
gramme) et par la suite le nombre de bactéries total reste constamment élevé 
(109 

- 10 10 bact /g) [41]. 

Du point de vue des souches présentes, la flore digestive du lapin se caractérise par 
la dominance d'espèces anaérobies strictes et particulièrement des bacilles Gram 
négatifs (Bactéroïdes), que l'on retrouve à tous les niveaux du tube digestif. 
Les bactéries sporulées sont de cent à mille fois moins nombreuses que le Bactéroïdes 
et appartiennent aux genres Clostridium, Endosporus etAcuformis. Les streptocoques 
(S. faecium, S. faecalis) sont presque toujours absents de l'estomac. Dans l'intestin 
grêle, le crecum et le côlon, leur nombre atteint son maximum chez des lapereaux âgés 
de 7 à 14 jours, et diminue ensuite avec l'âge. En tout état de cause, il faut savoir que 
la flore normale d'un lapin est exempte de protozoaires [41 }. 

IIl.1.4- Physiologie du tube digestif du lapin 

Le lapin mange peu à la fois mais souvent, il ingère la majeure partie de ses 
aliments la nuit. Dans l'estomac, les aliments sont mélangés à des sucs gastriques 
(essentiellement acide chlorhydrique et protéase) et y restent quelque heures. Ces 
aliments prédégradés seront ensuite, au cours de leur migration, dilués par les 
sécrétions biliaires, pancréatiques et intestinales [09}. 

Une partie des nutriments passe alors la barrière intestinale (absorption par passage 
au travers des villosités), alors que les particules non dégradées, après un séjour total 
d'environ lheure 30 dans l'intestin grêle, entrent dans le crecum, elles vont 
obligatoirement y séjourner un certain temps (2 à 12h) où elles subissént une attaque 
par les enzymes des bactéries vivantes dans le crecum. Les éléments dégradables par 
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cette nouvelle forme d'attaque sont libérés (acides gras volatils principalement), et a 
leur tour franchissent la paroi du tube digestif, puis sont repris par le sang, le contenu 
du crecum est évacué vers le côlon. Il est constitué approximativement, pour moitié, 
par des particules alimentaires grosses et petites n'ayant pas été dégradées 
entièrement et, pour l'autre moitié, par le corps des bactéries qui sont développées 
dans le crecum [09). 

En effet si le contenu crecal s'engage dans le côlon au cours du début de 
la matinée, il y subit peu de transformations biochimiques. La paroi colique secrète un 
mucus qui enrobe progressivement les boules qui se réunies en grappes allongées 
formant ainsi les crecotrophes (crottes molles) [41]. 

111.1.5- Phénomène particulier : la crecotrophie 

Les lapins rejettent pendant le jour des crottes sèches, et pendant la nuit des crottes 
molles sphériques (2 à 12 mm de diamètre) enduit de mucus que l'animal prend entre 
ses lèvres, à la sortie de l'anus, et avale sans les mâcher ; on nomme ces crottes 
crecotrophes. Cette partie entre dans la physiologie normale de l'animal et qui est 
le résultat de stimulations nerveuses qui informent l'animal du passage et de 
la disponibilité des matières qui seront ré ingérées [28) . Ces crecotrophes ont à peu 
prés la composition du contenu crecal, ils sont cependant plus riches en matière 
azotées, à cause de probablement d'une sécrétion produite par la paroi du côlon [24, 
28]. 

111.2- La Cuniculture 

Comment toutes les productions animales, l'élevage du lapin tend à se rationaliser 
et à s'organiser (42]. L'application cohérente des principes d'hygiène, de 
reproduction, de nutrition et de contrôle des maladies, permet un élevage efficace des 
lapins. L'utilisation d'un équipement adéquat dans la lapinière est également de 
première importance [55] . 

Ce qui suit représente les principes fondamentaux d'élevage de lapins [ 55) : 

Ill.2.1- Conditions d'ambiance 

111.2.1.1- Température: La tempérahlre souhaitée doit être aussi constante que 
possible. Pour la maternité, l'optimum est situé à 18°C, mais les élevages peuvent 
fonctionner de 14°C à 25°C, sans grande difficulté. Les fortes chaleurs, surtout si elles 
sont brutales, indisposent les animaux. En effet les mâles accusent une baisse dans 
l'ardeur sexuelle et dans la fe11ilité [ 57] . 

111.2.1.2- Hygrométrie: L'hygrométrie est l'hunùdité de l' air ambia~lt qui a un rôle 
important : pour permettre un bon confort des animaux et une évacuation satisfaisante 
de la vapeur d'eau du local, elle est comprise entre 60% et 75%. Lorsqu'elle est 
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inférieure à 50% apparaissent en raison de l'atmosphère poussiéreuse, des troubles 
respiratoires [ 57]. 

111.2.1.3- Ventilation : Elle doit éliminer les gaz nocifs et l'excès d'humidité, asslu-er 
l' OÀ')'génation du bâtiment et contribuer au maintien de la température [ 57] . 

111.2.1.4- Lumière : Elle a une influence sur la reproduction du lapin. Pom 
les reproducteurs mâles, une durée de 8 h /jour est suffisante à la spermatogenèse et à 
l'activité sexuelle. Pour les femelles, la durée est plus longue, soit 14 h à 16 h /jour 
[57] . 

ID.2.1.5- Hygiène : Elle est imp01iante dans l'élevage de tous les animaux, mais en 
particulier dans le cas des lapins. Une mauvaise hygiène étant cause de maladies et de 
morts, le nettoyage et la désinfection doivent être réguliers. Les boites-nids doivent 
être désinfectées entre les utilisations. Les cages, les mangeoires et les abreuvoirs 
doivent être périodiquement aseptisés[55]. 
Une solution antiseptique efficace et bon marché est représentée par l'hypochlorite de 
sodium (eau de javel) rajoutée à l'eau (30ml/1L) (55]. 

III.2.2- Alimentation du lapin : 

Dans les conditions de l'élevage rationnel, les lapins sont alimentés avec des 
matières premières sèches et broyées permettant, par leur complémentarité, de 
constituer des aliments complets équilibrés. Malheureusement, le lapin supporte très 
mal les poussières inévitablement présentes dans les farines et il est donc 
généralement préférable de granuler 
les mélanges [64]. 

Pour les aliments courants, le diamètre idéal du granulé est situé entre 3 et 4 mm ; 
il ne devrait jamais dépasser 5 mm si l'on veut éviter le gaspillage. Pour que 
le granulé soit totalement adapté à la bouche du lapin, sa longueur soit également 
rester inférieure à 8-10 mm. On notera enfin que la granulation améliore de 5 à 7 % 
l'efficacité d'un régime. 

Il est possible, avec certaines formules, d'alimenter des lapins avec aliment sous 
forme de farine. On évitera alors à tout prix de fabriquer une farine très fine qui 
perturberait le fonctionnement normal du nez du lapin. Enfin, les essais 
d'alimentation avec une pâtée (60 % farine+ 40 % d'eau) montrant que celle-ci est 
utilisable à condition de veiller scrupuleusement à la propreté des distributions [ 63 J. 

III.2.3- Principales maladies d'origine bactérienne du lapin : 

C'est une partie importante de la pathologie du lapin, et nous ne parlerons que 
des maladies les plus fréquentes : 
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111.2.3.1-La pasteurellose : Due à une Pasteurel/a. cuniculicida, la maladie se traduit 
par des signes respiratoires de gravité variable. Dés l'apparition des premiers 
symptômes, le lapin est traitée avec une association antibiotique efficace, telle que · 
la Cofamycine ou le A 11 Superbiotique. Le traitement doit être précoce et poursuivi 
de 3 à 5 jours consécutifs [42]. 

111.2.3.2-Les entérotoxémies: C'est des entérites très graves du lapin. Elles sont 
provoquées par la multiplication dans les intestins d'un germe anaérobie, 
le Clostidium.perjingens qui secrète une toxine extrêmement dangereuse. Les causes 
qui permettent la multiplication brutale de ce germe sont surtout alimentaire. Cette 
maladie se manifeste d'abord par un ballonnement de l'abdomen qui est dilaté 
et rempli de gaz. 
L'animal est triste, cesse de s'alimenter et meurt en 1 à 3 jours dans la plupart des cas. 
Les lapines allaitantes sont plus prédisposées à cette affection. Le sérum anti
perfringens et des médicaments toniques (Cofacalcium, Cofalysor) permettront de 
sauver un sujet sur deux ou trois malades [42]. 

111.2.3.3-La colibacillose : Cette maladie se nuuùfeste par une diarrhée liquide suivie 
d'une déshydratation et d'une forte mortalité, et qui atteint surtout les lapereaux. Elle 
est causée par E.coli. Devant une colibacillose, il semble judicieux de réaliser un 
antibiogramme afin d'utiliser l'antibiotique actif: Chloramphénicol, Néomycine, 
Tétracycline, Polymyxine et Colistine [31 ]. 

111.2.3.4-La salmonellose : Chez le lapin, la salmonellose est le plus souvent due à 
Salmonella. typhimurium et à S. enteridis et rarement à S. pu/forum agent de 
la pullorose. 
La diarrhée inconstante en raison de l'évolution parfois suraiguë de la maladie qui se 
traduit par des avortements chez les lapines et une septicémie rapidement mortelle 
chez les jeunes. 
Le traitement se fait par voie orale ou parentérale : 
- Tétracycline: 30 à 50 mg/ kg de poids vif/ jour pendant 4 jours de suite. 
- Chloramphénicol : 50 à 150 mg/ kg de poids vif/ jour pendant 4 jours de suite par 
voie orale exclusivement. 
- Furaltadone: 100 mg/ kg de poids vif/ jour dans l'eau de boisson pendant 4 jours 
de suite. [31] 

111.2.3.5-La pseudo-tuberculose : Maladie infectieuse, contagieuse, due à 
la multiplication dans l'organisme de Yersinia pseudo-tuberculosis (bacille de 
Mallassez et vignal). L'infection se fait à la suite de l'ingestion d'aliments 
conta.minés. 
Le plus souvent, la maladie provoque un amaigrissement progressif, des troubles 
digestifs (constipation, diarrhée) aboutissant en plusieurs semaines à la mort du sujet. 

Le traitement se fait par la Dihydrostreptomycine, utilisée précocement, 
100 mg/ kg de poids vif/ jour pendant 4 jours de suite en sous cutané {31]. 
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~aterie{ et métfwieJ 
L'intégralité de ce travail pratique a été réalisée au sein du laboratoire de 

microbiologie de l'université de Jijel. 

Il a pour objectif de recouvrir les points suivants : 

• Isolement, purification et identification des souches endogènes du tube digestif 
du lapin. 

• Etude «in-vitro» des interactions entre les souches d'entérobactéries déjà 
isolées et la bactérie lactique L.plantarum BJ002 l . 

• Etude «in-vitro» de l'effet des surnageants des deux souches lactiques 
(l.plantarum et Pediococcus acidilactici ) sur les entérobactéries isolées. 

• Etude de la survie de la bactérie lactique Lactobacilfus plantarum dans 
l'estomac du lapin. 

• Etude «in-vivo» de l'effet d'un antibiotique et d ' un probiotique sur 
la translocation post-abattage des entérobactéries chez le lapin. 

11.1- Matériel 

Au cours de cette étude, nous avons utilisé le matériel suivant: 

11.1.1- Les bactéries lactiques 

Nous avons utilisé deux souches de bactéries lactiques à effet probiotiques : 

Un biotype de lactobacillus plantarum BJ002 l isolé et identifié au niveau du 
laboratoire de biologie moléculaire et génétique, université d'Oran [33]. 
Une souche de Pediococcus acidilactici MA185 M, fournie par la firme française 
LALLEMAND (Bactocell). 

11.1.2-L'antibiotique 

Pour l'étude comparative entre probiotique et antibiotique, on a utilisé un Oxykel 
80 wsp à base d'Oxytetracycline (800 mg/g) sous forme Chlorhydrate · 
d' Oxytétracycline. 
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Il est utilisé pour le traitement des infections causées par les germes sensibles à 
l'Oxytétracycline, dont l'administration est effectuée par voie orale. 

Cet antibiotique est fabriqué par KELA, Saint-Lenaartseweg 48-2320 Hoogstraten
Belgique. 

11.1.3-Les lapins 

Douze (12) lapins de population locale ont été utilisés pour l'étude «in-vivo». 
Quatre d'entre eux sont de sexe féminin, le reste est de sexe masculin, d'un poids 
compris entre 650g et 875g. 

Neuf (9) lapins ont été utilisés pour l'étude de la translocation post-abattage des 
Entérobactéries, les trois (3) restant pour : 

• L'isolement du souchier des entérobactéries. 
• L'étude de la survie de la bactérie lactique dans l' estomac. 
• L'étude de la translocation des entérobactéries avant l'administration de 

l'antibiotique et du probiotique (lapin témoin). 

II.1.4-L'aliment 

L'approvisionnement des lapins a été réalisé par un aliment granulé de forme 
cylindrique, de 0.4 cm de diamètre et 1 cm de hauteur, il est composé de : 

• Tourteau de soja. 
• Maïs 
• Grignon d'olive 
• Son de blé dur 
• CNV. 
• Sel. 
• Carbonate de calcium. 
• Mélasse. 

11.1.5- Le lait 

Pour la préparation de laits fermentés, nous avons utilisé un lait écrémé en poudre, 
fourni par la laiterie SKIPLAIT. 

II.1.6- Les Milieux de culture, réactifs et autres produits 

Durant notre étude expérimentale, l'utilisation de différents milieux de culture 
et réactifs était nécessaire pour le dénombrement et la recherche de certaines flores, 
ainsi que leur identification. Ces milieux et réactifs sont : 

19 



Matériel et méthodes 

• Gélose HEKTOEN: pour l'isolement des entérobactéries. (Annexe OI) 
• Gélose VRBG: pour le dénombrement des entérobactéries. (Annexe OI) 
• Gélose et bouillon MRS (MAN ROGOSA SHARPE) : pour la culture des 

bactéries lactiques (Annexe 0 I) 
• Bouillon Nutritif: pour le préenrichissement. (Annexe OI) 
• Milieu TSI, Mannitol-Mobilité, Urée-Indole, Citrate de SIMMONS, MEV AG 

sans sucres, CLARK et LUBS, milieu MOELLER additionné de Lysine, 
Ornithine, Arginine. 

• Sucres : Inositol, Glucose, Mannose. 

Les autres Réactifs utilisés sont les suivants (Annexe 03) : 

• Réactif de KOV ACS. 
• Rouge de Méthyle. 
• VPI et VPII. 
• Eau oxygénée. 
• Disque ONPG. 

Les Produits chimiques se résument en: 

• Cristal violet, Lugol, Alcool, Fuschine : pour la coloration du GRAM 
(Annexe 02). 

• Phénol phtaléine (I%) et Soude dornic (9N): pour la détermination de 
l'acidité. 

• HCl (IN) et NaOH (IN): pour l'ajustement du pH. 

Autres produits : Vaseline, huile à inunersion. papier Whatman, papier filtre . 

11.1. 7- Autre matériel 

En plus de ce qui a été mentionné au dessus, nous avons utilisé : 
Les boites de Pétri, sonde gastrique, seringue, pH mètre, burette, balance, 

centrifugeuse et étuve. 

11.2- Méthodes 

11.2.1- Isolement et identification des entérobactéries 

11.2.1.1- Sacrifice du lapin 

Nous avons sacrifié un lapin par saignée directe en ayant soin de ne pas le faire 
stressé. L'élongation de la colonne vertébrale par étirement semble la ·solution la plus 
facile à réaliser. Puis il est débarrassé de sa robe et placé en décubitus dorsal avec 
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les pattes écartées. Les muscles abdominaux sont incisés sur la ligne blanche au 
milieu du corps. Nous observons alors les organes en place: estomac, foie, crecum 
et intestins, ainsi que poumons et cœur [09]. Voir figure .03. 

Fig.03 : Lapin disséqué avec organes en place. 

11.2.1.2- Prélèvement 

Nous avons effectué les prélèvements avec une pipette Pasteur à partir du contenu 
du crecum (entrée et sortie). De même, des échantillons élémentaires de ce segment 
intestinal ont été prélevés. 

11.2.1.3- Préenrichissement et ensemencement 

Les trois échantillons sont préenrichis dans le bouillon nutritif pendant 15 minutes 
à température ambiante. Cette opération représente le premier bain pour la portion du 
crecum qui va ensuite subir deux bains successifs avec un intervalle de temps d' 1/4 h 
en utilisant le même milieu. 

Pour chaque échantillon, nous avons réalisé des dilutions décimales jusqu'à 10-5
, 

et concernant l'ensemencement, il était fait à partir de la solution mère et certaines 
dilutions (10-5

) par la méthode d'étalement. 

Un étaloir en verre stérile est utilisé pour étaler l'inoculum sur des boites contenant 
la gélose HEKTOEN. Les boites sont ensuite incubées à 37°C pendant 24h [61}. 

II.2.1.4- Isolement et purification 

Après incubation, chaque colonie bien isolée peut être prélevée, rewise en 
suspension dans le bouillon nutritif avec une anse de platine à fil droit puis repiquée 
dans les mêmes conditions. Cette opération est répétée, jusqu'à la certitude de 
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la pureté de la souche. 

La conservation se fait au froid (à 4 °C) dans des tubes hermétiquement clos 
contenant la gélose VRBG inclinée [11 ]. 

11.2.1.5-Tests d'identification des entérobactéries 

II.2.1.5.1-Examen microscopique: Coloration de GRAM 

Cette coloration des cellules bactériennes nous permet à la fois de connaître 
la morphologie des bactéries et de les classer en deux groupes en fonction de leur 
capacité ou non à retenir la coloration violette du Cristal violet dans les conditions 
opératoires (39]. 

On distingue alors le groupe des Gram négatif et celui des Gram positif qui retient 
le Cristal violet même après un lavage avec l'alcool. 

Le grammage a été effectué sur les 21 souches isolées par la technique suivante : 

• Etalement et fixation par la chaleur de la suspension bactérienne sur une lame 
porte objet. 

• Coloration pendant une minute au violet de Gentiane ou au cristal violet. 
• Lavage à l'eau 
• Coloration au Lugol pendant une minute. 
• Lavage à l'eau. 
• Rinçage avec de l'alcool. 
• Contre coloration pendant 1 à 2 minutes par une solution de Fuschine diluée à 

1 Oo/o ou par une solution de Safranine. 
• Lavage à l'eau. 

Après séchage, la lame est soumise à une observation microscopique avec objectif à 
immersion. Les bactéries à Gram positif apparaissent en violet et les bactéries à Gram 
négatif en rose [11]. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Fig. 04 : Galerie biochimique des entérobactéries. 
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1 : Milieu Urée indole. 
2 : Milieu CLARK et LUBS. 
3, 4 et 5: Milieu MEVAG additionné 'd'inositol, glucose et de mannose. 
6, 7 et 8: Milieu MOELLER additionné de lysine, omithine et d'arginine. 
9 : Milieu TSI. 
10 : Milieu Citrate de SIMMONS. 
11 : Milieu Mannitol-Mobilité. 

11.2.1.5.2 -Tests physiologiques et Biochimiques 

La figure 04 illustre les différents tests biochimiques réalisés pour les 21 souches 
isolées des entérobactéries. 

• Recherche de la catalase [76] 

La catalase est une enzyme contenant du fer, qui catalyse la décomposition du 
peroxyde d'hydrogène (H20 2), qui est toxique, en eau et en oxygène, et qui est 
synthétisée par la plupart des bactéries aérobies au cours de leur métabolisme. 

Ce test consiste essentiellement à exposer les cellules bactériennes au peroxyde 
d'hydrogène (H20 2) . La présence de catalase se marque par la formation de bulles de 
gaz (oxygène) selon l'équation suivante : 

Catalase 
2H202 2 H20 + 02 

• Utilisation du citrate de Simmons [30] 

Il s' agit d'un milieu gélosé incliné, contenant un indicateur coloré (Bleu de 
Bromothimol). Le citrate étant la seule source de carbone, toute multiplication 
cellulaire implique son utilisation. De plus, cette croissance s'accompagne 
fréquemment d'une alcalinisation qui se traduit par le virage au bleu de l'indicateur. 

Nous avons ensemencé le milieu Citrate de Simmons en surface par stries 
longitudinales, les tubes sont incubés à 37°C pendant 24h. L'utilisation du citrate 
comme seule source de carbone, se traduit par le virage de la couleur du milieu au 
bleu. 

• Métabolisme des protéines et des acides aminés 

- Recherche de l'uréase et la production d'indole [30] 

Les microorganismes possèdant une uréase très active transforment l'urée en 
ammoniac et carbonate d'ammonium : 
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CO (NH2h + H20 2NH3 + C02 

C02 + 2NH3 + H2 C03 (NH-'h 

Cette réaction se traduit par une alcalinisation du milieu, décelable par un 
indicateur coloré. 

La recherche de l'uréase peut s'effectuer par culture sur milieu liquide de 
Fergusson (urée indole). L'ensemencement se fait par inoculation du milieu. Après 
incubation à 3 7°C pendant 24h, ce milieu prend une teinte rouge due à l'augmentation 
du pH si l'urée est dégradé. 

L'indole est issu de l'hydrolyse de Tryptophane, il est caractérisé par le réactif de 
KOVACS ou d'EHRLICH. Après culture, quelques gouttes du réactif sont ajoutées 
au milieu: après agitation, la présence d'indole se manifeste par apparition d'un 
anneau rouge en smface ( nitrosoindole) . 

OO-CH, - CH (COOH) NH, +2(H'. E.) -NH,WCH2-CH2-COOH 

T1·yptophane 

w-CH0 - CH,- COOH +H, 

1 

H 

--... 

~ 
H 

Indole 

+ CH:,-CO-COOH + 2(E-t è-) 

Acide pyruvique 

- Recherche de l' Arginine deshydrolase (ADH) [30] 

L'arginine est décarboxylée en agmatine puis hydrolysée en putrescine. 

NH=C(NH2)-NH-(CH2)J-CH (COOH) NH2+2H20 ----. NHi-(CH2)J-NH2+2NH3+2C02 

Arginine Putrescine 

Nous avons ensemencé le milieu MOELLER enrichis avec de l'arginine par une 
culture fraîche et on l'a incubé à 3 7°C pendant 24h. 
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L'activité enzymatique del' ADH se traduit par le virage vers l'alcalinité de 
l'indicateilr avec apparition d'une couleur violette. 

- Recherche de l'ornithine décarboxylase (ODC) [30] 

La décarboxylation de l' ornithine conduit au putrescine et libération du C02. 

NHr(CH2h-CH(COOH)NH2 NHr(CHz).rNH2 + C02 

Ornithine Putrescine 

Nous avons ensemencé le milieu MOELLER enrichi de l'ornithine par une ose de 
culture pure, puis le milieu est incubé à 37°C pendant 24h, le virage au violet indique 
la présence de l'ODC (acidification du milieu par l'utilisation du glucose). 

- Recherche de la lysine décarboxylase (LDC) (30] 

Certaines bactéries possèdent une décarboxylase qui agit sur un acide aminé 
particulier : la lysine, en produisant la cadavrine qui réagit avec la ninhydrine en 
donnant une coloration violette qui est témoin de positivité. 

NHr(CH2)~-CH (COOH) NH2 •NHr(CH2)5-NH2 + C02 

Lysine Cadavrine 

• Attaque du Mannitol (Mannitol -Mobilité) [30] 

C'est un milieu faiblement gélosé qui contient du mannitol et un indicateur coloré, 
permettant ainsi de déceler l'attaque du mannitol avec formation d'acides à chaîne 
très courtes et virage de la couleur du rouge au jaune. Il permet aussi la mise en 
évidence de la mobilité d'une souche bactérienne. 

Nous avons réalisé l'ensemencement par piqûre centrale au fil droit. Après 24h 
d'incubation à 37°C, la mobilité du germe est traduite par l'envahissement plus ou 
moins grand du milieu à partir de la piqûre de l'inoculation. L'utilisation du mannitol 
est observée lors du virage de la couleur vers le jaune. 

• Réaction au rouge de méthyle [30) 

Cette réaction permet de différencier la fermentation acide mixte de 
la fermentation butylène-glucolique chez les entérobactéries, mais son utilisation est 
plus générale. 
Elle est souvent réalisée à partir d'une partie aliquote d'un milieu Clark et Lubs. 
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Nous avons inoculé se milieu avec une ose de culture à partir de la souche pure. 
Après 24h d'incubation, 2 ml du milieu sont placés dans un tube à essai au contacte 
de quelques gouttes du réactif rouge de Méthyle. 

Le réactif reste rouge lorsque le pH est inférieur à 5, ce qui traduit une production 
d'acides (RM+). Dans le cas contraire il vire au jaune (RM-). 

• Réaction de Vosges Proskauer (30] 

Elle permet la mise en évidence de l' acétylméthylcarbinol ou de l' acétoïne. 
Nous avons ensemencé le milieu Clark et Lubs avec une ose de culture à partir de 
la souche pure, après 24h d'incubation, lml de ce milieu est placé dans un tube à essai 
et additionné de 0,5 ml du réactif de 1' a-naphtol à 6 % dans l'alcool absolu (VPI) 
et de 0.5 ml d'une solution de potasse à 15 % d'H20 distillée (VPII). Après agitation 
et un délai de 10 minutes, une coloration rose traduit la formation 
d'acétylméthylcarbinol. Cette substance se transforme avec l'a-naphtol en donnant 
un complexe de couleur rouge. 

• Recherche de l'ONPG (301 

Ce test permet de mettre en évidence l'aptitude à la dégradation d'un sucre lorsque 
l'absence de perméase ne permet pas la multiplication cellulaire. La recherche de 
la B-galactosidase est la plus fréquente . 

Lorsque une bactérie possédant cette enzyme est lisée, elle libère cette dernière qui 
peut alors hydrolyser un réactif analogue du lactose, 
l 'orthonitrophénylgalactopyranoside (ONPG). 
Ce produit donne du galactose et de l' orthonitrophénol qui présente une coloration 
Jaune. 

Une ose de culture bactérienne est mise en suspension dans quelques gouttes d'eau 
physiologique dans un tube à essai, puis quelques gouttes du réactif ONPG (ou un 
disque d'ONPG) sont ajoutées, et le tube est incubé. Une coloration jaune traduit une 
positivité (hydrolyse). 

• Fermentation des sucres en milieu TSI (30) 

Le milieu TSI est un milieu complexe qui permet la mise en évidence de plusieurs 
enzymes qui sont responsables de la dégradation du glucose, lactose et des acides 
aminées. 
L' utilisation des sucres acidifie de plus en plus le milieu. 

Nous avons ensemencé ce milieu par piqûre centrale dans le culot,_suivi par des 
stries longitudinales sur la pente du milieu, après incubation à 3 7°C pendant 24h on a 
fait la lecture : 
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- Glucose fermenté : le culot vire au jaune. 
- Lactose et saccharose fermenté : la pente vire au jaune. 
~ Production de gaz se traduit par la formation de bùlles de gaz dans 
la masse du milieu et contre les parois, ou par la formation d' une poche gazeuse 
repoussant la totalité du milieu vers le haut. 
- Dégradation des peptones et des aèides aminées : la pente vire au jaune. 
- Production de sulfme d'hydrogène (H2S) au dépends des acides aminées à radicale 
soufré : la coulem du milieu vire au noir. 

• Fermentation des sucres en milieu MEVAG [30] 

Elle est basée sur la modification du pH, et utilise un milieu semi-solide additionné 
d'un indicateur de pH sensible (milieu MEVAG). Le tube du milieu est régénéré par 
chauffage au bain-marie, additionné d'un sucre, puis solidifié. Il est ensuite 
ensemencé par une piqûre centrale au fil droit, et incubé à 3 7°C pendant 24 h. 

Si la couleur du milieu vire au jaune, il y a eu acidification du milieu 
et fermentation du sucre. 

11.2.2- Etude des interactions entre les bactéries lactiques et les 
entérobactéries 

L'étude de l'activité antagoniste des bactéries lactiques sur les entérobactéries du 
tube digestif du lapin a été effectuée par les trois méthodes suivantes afin de choisir 
la plus adaptée à notre étude: la méthode dite Touche- Masse ou Test Spot ou encore 
méthode directe [22], la méthode des puits [04] et la technique de diffusion sur 
disques [79] : 

11.2.2.1- Méthode Touche - Masse 

Les étapes de cette technique sont les suivantes : 
• La gélose MRS est coulée dans des boites de Pétri puis laissée prendre en 

masse. 
• Un volume de la culture de la bactérie lactique à tester est ensemencé en 

touche à la surface de la gélose MRS (cette quantité égale à 5µ1 d'une 
concentration approximative del09 UFC/ml, obtenue à partir d ' une culture 
jeune (18h) sur bouillon MRS). Les boites sont en suite incubées à 37°C 
pendant 24h. 

• Les isolats à tester pour leur sensibilité sont mélangés avec le milieu VRBG 
semi-solide (V/ 7V), puis coulé dans les boites dans lesquelles est 
préalablement ensemencée les bactéries lactiques. 

• On laisse prendre en masse 
• L'activité antibactérienne est évaluée après 18h à 24h d'incubation à 37°C, par 

mesure (en millimètres) des zones d'inhibition. 
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Les bactéries qui ont révélé une inhibition par cette méthode directe sont aussi 
testées par la méthode des puits. 

11.2.2.2- Méthode des puits 

La technique se déroule comme suit : 
• La gélose MRS est coulée dans des boites de Pétri et laissée prendre en masse. 
• Une couche de 7 ml de la gélose MRS semi-solide, contenant 0,2 ml de 
la souche indicatrice (L. plantarum ), est ajoutée puis laisser prendre en masse. 
• 5 puits de 5 mm de diamètres sont creusés dans la gélose de chaque boite de 

Pétri en utilisant une cloche de Durham. 
• 50 µl de chaque souche à tester (entérobactéries isolées) sont placés dans 

chaque puit. 
• Les boites sont incubées à 3 7°C pendant 24h puis les diamètres des zones 

d'inhibition entourant les puits sont mesurés. 

11.2.2.3-Méthode de diffusion sur disques 

Cette technique comporte les étapes suivantes : 
• La gélose MRS est coulée dans des boites de Pétri stériles et laissée prendre en 

masse. 
• 50 µl du bouillon MRS contenant approximativement 109 UFC I ml 

(Do= 7.050 pour L.plantarum et Do=7.600 pour P.acidilactici à 660run) de 
la bactérie lactique sont étalés et laissés sécher ; 

• Chaque disque de papier Whatman stérile (de 05 mm de diamètre) est imbibé 
par 20 µl d'une souche entérobactéries, et déposé sur la gélose déjà 
ensemencée ; 

• Les boites de Pétri sont incubées à 37°C pendant 24h; 
• On mesure les diamètres des zones d'inhibition. 

Pour le reste de tests des interactions, nous avons utilisé la méthode de diffusion 
sur disques, la figure 05 illustre cette méthode. 

Fig. 05 : Illustration de la méthode de diffusion sur disques. 

28 



M'atériel et méthodes 

11.2.3- Etude de l'effet surnageant des probiotiques sur les entérobactéries 

Pour la détermination de l'activité antibactérienne du surnageants de Lactobacillus 
plantarum et Pediococcus acidilactici, on a utilisé la méthode ADT (Agar Weil 
Diffusion Test) selon Tagg et al. [ 79 ). 

Avant le test, nous avons cultivé les deux souches séparément sur bouillon MRS, 
puis les cultures sont centrifugées à froid (12400 r / mn / 10 mn à+ 4°C). 
La moitié du surnageant de chaque souche est neutralisé par du NaOH 3M et on l'a 
filtré sur papier filtre stérile de 0.22 µm, c'est le surnageant pH7 [17]. 

Nous avons creusé des puits de 5 mm de diamètres dans la gélose VRBG, 
préalablement coulée, contenant la souche indicatrice (Souche des entérobactéries). 
Puis chaque puits reçoit 50 µl du surnageant natif, en parallèle d'autres puits reçoivent 
le même volume du surnageant pH7. Les boites sont incubées à 37°C pendant 24h. 

42 boites de Pétri contenant la gélose VRBG ont été utilisées : 21 pour l'étude de 
l'effet du surnageant natif et le reste pour le surnageant à pH neutre. 

Chaque boite contient 4 puits: deux pour le surnageant de Lactobacillus plantarum 
et deux pour le surnageant de Pediococcus acidilactici. 

A noter que nous avons utilisé également la technique de diffusion sur disques. 

11.2.4-Etude de la survie de Lactobacillus plantarum dans l'estomac du 
lapin 

11.2.4.1-Préparation du lait fermenté 

Nous avons préparé le lait fermenté à partir de 12g du lait écrémé en poudre 
et 100 ml d'eau distillée stérile auxquels nous avons ajouté 5g du Saccharose. Le tout 
a été stérilisé par autoclavage à 120°C pendant 10 min, refroidi à température 
ambiante, inoculé par le lyophilisat de Lactobacillus plantarum et enfin incubé 4 h 
à 37°C [33]. 

);;>- Détermination de l'acidité et du pH 

Le pH est déterminé à l'aide du pH mètre: On plonge l'électrode du pH mètre dans 
un volume de lait fermenté et on lit la valeur enregistrée sur l'écran. 

La détermination de l'acidité: Dans un bêcher, nous avons mesuré 10 ml du lait 
fermenté auquel on a ajouté quelques gouttes de Phénolphtaleine à 1 %, puis on l'a 
titré avec la soude dornic 9N jusqu'à l'obtention d'une couleur rose pâle [36]. 
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~ Dénombrement des bactéries lactiques du lait fermenté 

Nous avons préparé des dilutions décimales à partir de la solution mère (lait 
fermenté) jusqu'à 10-9 ; lml de cette dernière est ensemencé par étalement sur gélose 
MRS. Après 24 h d'incubation à 37°C, on dénombre les colonies bactériennes. 

11.2.4.2-Administration du probiotique 

Nous avons administré 10 ml du probiotique au lapin« per-os »à 9h du matin. 
Le lapin est ensuite placé dans une haute stérile approvisionnée avec de l'eau distillée 
st~rile et de l'aliment granulé. 

Une heure après, nous avons introduit dans l'estomac du lapin une sonde gastrique 
stérile recouverte de Vaseline pour faciliter son passage, cette sonde est munie d'une 
seringue à gavage permettant d'aspirer le suc gastrique. Nous avons répété ce 
prélèvement après 2h, 3h et 4h d'administration du probiotique. La figure 06 montre 
la méthode du prélèvement du contenu stomacale. 

Fig. 06 : Méthode du prélèvement du suc gastrique. 

11.2.4.3-Dénombrement de la flore lactique au niveau stomacal 

Des échantillons du contenu stomacal ont été prélevés après lh, 2h, 3h et 4h de 
l'administration de probiotique Nous avons réalisé des dilutions décimales jusqu'à 
10-7 à partir des quatre (04) échantillons prélevés; lml de cette dilution (la dilution 
10-7 de chaque échantillon) est ensemencé par étalement sur gélose MRS. 
Le dénombrement de la flore lactique est réalisé après une incubation à 3 7°C pendant 
24h. 
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11.2.5-Etude de l'effet de l'Oxytétracycline et de Lplantarnm sur 
la translocation post-abattage des entérobactéries chez le lapin 

11.2.5.1-Préparation des lapins et administration des suppléments 

Nous avons placés les lapins en une partie d'animalerie dans des cages en bois a 
dimension d'un mètre de longueur, 0.85 m de largeur et 0.69 m de hauteur, dont 
le plancher est fabriqué d'une façon permettant l'évacuation de la matière fécale des 
lapins. 

Chaque cage est munie de deux abreuvoirs de 18 cm de diamètre et de 550 ml de 
capacité, ainsi qu'un mangeoire de 98 cm de longueur et de 3.5 cm de hauteur (voir 
figure 07). 

Tout le long de l'expérience, les lapins ont été maintenus à une température 
presque constante, un éclairage assuré par la lumière du jour, ainsi qu'une parfaite 
hygiène assurée par un nettoyage quotidien. 

Fig. 07 : La répartition des lapins dans les cages. 

Pour notre étude, nous avons réparti les lapins en trois lots, chacun à trois 
éléments : 
Lot 1 : Nous lui avons administré 10 ml d'eau physiologique stérile/ tête, 2 fois par 
jour (Témoin). 
Lot 2: Les sujets reçoivent 10 ml d'Oxytétracycline d'une dose de 65 mg/ 0.5 kg de 
poids vif du lapin, 2 fois par jour. 
Lot 3: Nous lui avons administré 10 ml d'un probiotique à base de 
Lactobacillus plantarum BJ0021 à raison de 2 fois par jour. 
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Nous avons administré les trois suppléments aux lapins, par voie orale, 
quotidieruiement à lOh du matin et à 16h du soir durant 7 jours (voir figure 08). 

- ~~~~:::.~'.:::_==-~::_::·.- --·- -· . -:::~4!1 ~~-

Fig. 08 : Méthode et voie d'administration des trois suppléments. 

11.2.5.2-Abattage des lapins, prélèvement d'organes et technique de 
dénombrement des entérobactéries : 

Abattage : A 10 (avant l'administration des trois suppléments), nous avons sacrifié, 
par saignée directe, un lapin comme témoin en prélevant les organes. 

A J1 (après 24h d'administration des trois suppléments), nous avons sacrifié un 
lapin de chaque lots, la même opération est répétée à J 5 et h 

Prélèvement: Lors de la saignée, un volume du sang est prélevé (lml). Après 
la saignée, on prélève les organes suivants dans les conditions d'asepsie : le foie, 
l'iléon et le colon. 

Technique de dénombrement [21] 

4g du foie ont été broyés dans 40 ml de bouillon nutritif. En suite, 2 cm d'iléon 
et la totalité du colon ont été prélevés et chaque segment d'intestin a été perfusé par 
5 ml de bouillon nutritif dans lequel les bactéries libres luminales ont été dénombrées. 
Chaque échantillon a été lavé individuellement dans huit (08) bains successifs de 
bouillon nutritif. Chaque segment d'intestin a été pesé (0,55g) et perfusé dans 5rnl de 
bouillon nutritif et les bactéries associées à la muqueuse ont été dénombrées (voir 
figure 09). 

Pour le sang et le foie, nous avons réalisé des dilutions décimales jusqu'à 10-2 

et 10-6 respectivement. 

Pour l'iléon et le colon, nous avons effectué des dilutions décimales à partir du 
l er bain jusqu'à 10-6 et à partir du gème bain jusqu'à 104

. 
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Nous avons ensemencé, en profondeur dans la gélose VRBG, lml de chaque 
dernière dilution. Le dénombrement a été effectué après incubation à 3 7°C pendant 
24h. 

Fig. 09 : Prélèvements d'organes dans des conditions stériles. 

11.2.6-Traitement statistique 

Quelques résultats ont fait l'objet d'une analyse de variance au seuil de 5% 
et 1 %, en utilisant un dispositif mono factoriel en randomisation totale (Newman 
Keuils) . 
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Résultats et discussion 

111.1- Isolement et identification des entérobactéries 

IIl.1.1-0bservation macroscopique et microscopique 

21 souches d'entérobactéries ont été isolées à partir du tube digestif du lapin 
(crecum), la purification de chaque souche sur gélose HEKTOEN a donné des 
colonies de forme, taille et couleur identique. 

La coloration de Gram a permis d'observer pour toutes les souches une forme 
coccobacillaire à Gram négatif (couleur rose). 

111.1.2-Tests biochimiques 

Toutes les souches obtenues sont catalase positives, capables de fermenter 
le lactose et le glucose sans production d'H2S et de gaz sauf pour quelques unes (gaz 
positif). 

La majorité est à fermentation mixte. Elles sont toutes dépourvues d'uréase, 
ce1taines dégradent le tryptophane jusqu'au stade indole. La majorité possède une 
activité décarboxylante vis-à-vis de la lysine et de l' ornithine. Ainsi qu'une 
deshydrolase pour l 'arginine. 

Ces souches sont pour la plus part mobile, et d'après les résultats cités ci-dessous, 
on conclut qu'elles appa1tiennent à la famille des Enterobacteriaceae, et les tableaux 
03 et 04 résument l'intégralité des tests biochimiques des 21 souches. 

Les résultats obtenus nous ont permis d'identifier: 

• 09 souches d' Enterobacter spp. 
• 06 souches d' Escherichia coli. 
• 04 souches de Citrobacter spp. 
• 02 souches de Klebsiella spp. 

De ce fait, le souchier est composé de 42.85 % du genre Enterobacter qui est 
le plus dominant, 28.57 % du genre d' Escherichia, 19.04 % du genre Citrobacter, 
et 9.52 % du genre Klebsiella (voir fig.10). 

Donc le souchier isolé du crecum de ce lapin est essentiellement constitué de 
Coliformes avec un taux de 90.48 %. 

Ce qui est utile à signaler est le manque de moyen matériel pour l'isolement de 
la flore anaérobie stricte à patiir du tube digestif du lapin. 
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Résultats et discussion 

111.2- Etude des interactions entre le probiotique et les entérobactéries 

Les résultats des interactions entre la bactérie lactique L.plantarum 
et les entérobactéries sont représentés dans le tableau 05. 

Tableau 05 : Résultats des interactions entre L.plantrum et les entérobactéries. 

Entérobactéries 

Citrobacter spp 

Citrobacter spp 

Citrobacter spp 

Enterobacter spp 

Citrobacter spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

/Gebsiella spp 

Enterobacter spp 

/Gebsiella spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Escherichia co/i 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Escherichia coti 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

+ : interaction positive. 
- : interaction négative. 

Code 

01 

02 

03 

04 

05 

06 

07 

08 

09 

10 

1 1 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

Interaction 
Diamètre des zones d'inhibition 

En miJlimètre (mm) 

+ 7 

+ 8 

- 0 

+ 8 

+ 7 

+ 7 

+ 7 

- 0 

- 0 

+ 8 

+ 8 

+ 12 

+ 7 

+ 9 

- 0 

- 0 

+ 7 

+ 8 

+ 10 

+ 6 

+ 11 
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Résultats et discussion 

Nous avons observé l'absence de zones d'inhibition pour les souches 03, 08,09,15 
et 16 représentées par Citrobacter spp, Klebsiella spp,deux Enterobacter spp, 
et Escherichia coli respectivement. Le reste des souches ont présenté des zones 
d'inhibition inclues entre 06 mm et 12 mm, dont le plus grand diamètre est obtenu 
avec Lactobacil/us plantarum ensemencée en masse et la souche 12 Enterobacter spp 
ensemencée en touche. Tandis que la plus faible zone d'inhibition est obtenue avec 
le couple Lactobacillus plantarum et la souche 20 E. coli. 
La figure ci-dessous (11) illustre des effets d'antagonisme et de symbiose entre 
L.plantarum et quelques entérobactéries. 

Ces résultats nous permettent de mettre en évidence deux types d'interactions : 

• L'absence des zones d'inhibition se traduit par une symbiose entre 
Lactobacillus plantarum et les souches précédemment citées, ce qui prouve 
qu'il y a une stimulation de la croissance de ces souches mises en contact. 

• La présence des zones d'inhibition est le résultat d'une inhibition de 
la croissance des souches ensemencées en touche par celle ensemencée en 
masse (bactérie lactique). 

1s14 1 
1 s 04 J 

1 s 17 1 

[s 02 1 

r-so-1 J 

Fig.11 : Résultats des interactions entre Lactobaciffus plantarum ensemencée en masse 
et les souches Citrobacter spp(Ol et 02), Enterobacter spp(04 et 14) et E.coli (17) en touche. 

39 



Résultats et discussion 

Il apparaît clairement que le probiotique L.plantarom exerce un hétéro 
antagonisme très marqué sur 76.19 % de la collection. Cependant, il y a une présence 
à la fois des deux phénomènes hétéro antagonisme et symbiose envers des souches de 
même espèce, ainsi, les souches d 'E.coli codées 17, 18, 19 et 20 sont inhibées par 
le probiotique, en revanche, la souche de même espèce codée 16, manifeste une 
croissance en présence de la bactériè lactique. Ces observations témoignent 
la présence de biotypes, donc présence de gènes de résistance vis-à-vis des 
métabolites excrétés par la bactérie lactique. 
La même observation relative à l'hétérogénéité du comportement vis-à-vis du 
probiotique a été notée à l'égard du reste des souches de même genre de la collection. 

Ces résultats indiquent que notre bactérie lactique est capable de synthétiser des 
substances inhibitrices ayants des activités antibactériennes sur les bactéries à Gram 
négatif. Ainsi ces substances agissent différemment sur les souches sensibles, parmi 
ces substances il existe celles qui sont généralement de nature protéique (35, 42, 89]. 

Par ailleurs, les bactéries lactiques sont connues par la production de divers 
composés bactéricides ou bactériostatiques à savoir les acides organiques, 
les diacetyles, le peroxyde d'hydrogène, et les bactériocines ou les protéines 
bactéricides [03, 47,64, 65,68, 75, 81,95). 

Les mécanismes d'action de l'acide lactique dans la cellule ne sont pas totalement 
élucidés : l'acide non dissocié pénètre librement dans la cellule et comme le milieu 
intérieur est moins acide, il se dissocie en augmentant la concentration interne en 
proton. Cet afflux de proton réduit la force proton motrice ce qui perturbe certains 
échanges entre la cellule et son environnement : pénétration de nutriments, acides 
aminés en particulier (10). 

Le peroxyde d'hydrogène ou les dérivés d'oxygène produits par les bactéries 
lactiques peuvent exercer un effet inhibiteur sur certaines flores. Cet effet s'exerce 
même contre des germes catalases positifs. Juifs et Babel en 1975 obtiennent une 
action inhibitrice vis-à-vis des bactéries Gram négatifs, en ensemençant du lait avec 
des ferments lactiques commerciaux. L'activité s'exerce contre Enterobacter, 
Pseudomonas ... etc [10]. 

Le diacetyle produit du métabolisme de citrate est capable d'inhiber les bactéries 
Gram négatif qui sont plus sensibles que les Gram positifs [10]. 

Tous ces composés agissent probablement en synergie avec les facteurs du milieu 
(40]. 
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Nos constats sont en accord avec celles de Brink et al. (12], qui ont confinné que 
les lactobacilles exercent une forte activité antagoniste sur de nombreux 
microorganismes à partir de la production de métabolites primaires : l'acide lactique 
contribuant à la diminution du pH, est le facteur principal de la préservation des 
aliment fermentés. En plus, certaines souches contribuent à cette préservation en 
présence des autres substances inhibitrices, telles que les bactériocines[12]. 

Des études ont rapporté que les bactéries lactiques du genre Lactobacillus exercent 
un pouvoir antagoniste très appréciable envers les bactéries à Gram négatif aussi bien 
qu'aux Gram positif (62,77]. Autres travaux ont montré que l'utilisation de 
L.plantarum isolé de différentes niches écologiques exerce une activité inhibitrice vis
à-vis d' E.coli (14]. 

111.3- Etude de l'effet surnageant des deux probiotiques sur 
les entérobactéries 

L'utilisation des surnageants des bactéries lactiques contre la collection des 
entérobactéries fait partie des tests d'appréciation des aptitudes probiotiques des 
souches bactériennes. Les tableaux 06 et 07 représentent les résultats trouvés 
et les figures 12 et 13 illustrent l'effet inhibiteur des surnageants. 

Boite A Boite B 

Fig.12 : Actions des sumageants de L. plantarum et P. acidilactici ~ur quelques 
entérobactéries 

Boite A: Effet des deux surnageants pH 7 sur la souche Enterobacter spp 12. 
Boite B : Effet des deux sumageants pH 7 sur la souche Enterobacter spp 06. 
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Boite C 

Fig.13 : Actions des sumageants de L. plantarum et P. acidilactici sur quelques 
entérobactéries. 

Boite C: Effet des deux surnageants natifs sur la souche Escherichia coti 18. 

42 



Résultats et discussion 

Tableau 06 : Résultats de l'effet des sumageants de L. plantarum sur 
les entérobactéries. 

Souches 

Citrobacter spp 

Citrobacter spp 

Citrobacter spp 

Enterobacter spp 

Citrobacter spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Klebsiella spp 

Enterobacter spp 

Klebsiella spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Escherichia coti 

Escherichia coti 

Escherichia coti 

Escherichia coti 

Escherichia coti 

Escherichia coli 

+ : Inhibition. 
- : Symbiose. 

Surnageants de L plantarum 

Natif pH 7 

Diamètre de Diamètre de 
zones zones 

interaction d'inhibition interaction d'inhibition 
mm mm 

+ 9 + 10 

+ 9 + 9 

+ 12 + 9 

+ 8 - 0 

+ 8 + 18 

+ 9 + 15 

+ 9 + 8 

+ 10 - 0 

+ 12 + 10 

+ 10 + 11 

+ 10 + 9 

+ 9 + 9 

+ 10 + 7 

+ 9 + 7 

+ 9 + 8 

+ 8 - 0 

+ 9 + 9 

+ 9 + 9 

+ 10 + 7 

+ 9 + 11 

+ 9 + 8 
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Tableau 07: Résultats de l'effet des sumageants de P. acidilactici sur 
les entérobactéries. 

Souches 

Citrobacter spp 

Citrobacter spp 

Citrobacter spp 

Enterobacter spp 

Citrobacter spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Klebsiella spp 

Enterobacter spp 

Klebsiella spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Enterobacter spp 

Escherichia coti 

Escherichia coti 

Escherichia coti 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

+ :Inhibition. 
- : Symbiose. 

Surnageants de P. acidilactici 

Natif pH 7 
Diamètre Diamètre 

interaction 
de zones 

interaction 
de zones 

d'inhibition d'inhibition 
mm mm 

+ 7 + 10 

+ 10 + 10 

+ 10 + 10 

+ 7 + 11 

+ 8 + 18 

+ 8 + 10 

- 0 - 0 

- 0 + 10 

+ 9 + 9 

+ 10 + 10 

+ 10 + 10 

+ 11 + 9 

- 0 - 0 

- 0 - 0 

+ 11 - 0 

+ 11 + 7 

+ 8 - 0 

+ 9 + 7 

+ 10 + 7 

+ 12 + 8 

+ 9 - 0 
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D'après ces résultats, on note que le surnageant natif de Lactobacil/us plantarum 
BJ0021 a un spectre d'activité très large sur la totalité des entérobactéries (activité 
inhibitrice de 100%) avec une zone d'inhibition remarquable de 12 mm pour 
les souches 03 et 09 : Citrobacter spp et Enterobacter spp respectivement. 

Après la neutralisation des acides organiques et particulièrement l'acide lactique, il 
y a une diminution de cette activité qui atteint 85. 71 % ; les souches 04, 08 et 16 ont 
présenté une résistance aux composants de ce surnageant, alors que la souche 05 
(Citrobacter spp) a présenté une zone d'inhibition de 18 mm. 

De même le surnageant natif de Pediococcus acidilactici, qui a présenté une 
inhibition de 80.95% de la collection, dont les souches présentant une résistance sont 
Enterobacter spp 07, 13, 14 et la souche Klebsiella spp 08. Contrairement aux autres 
souches de genre Enterobacter, la souche Enterobacter spp 15 s'est révélée très 
sensible avec un diamètre d'inhibition de 1 lmm. Par ailleurs, le surnageant à pH 
neutre a inhibé les 71.42% des souches avec une résistance des Enterobacter spp 
07,13,14 et 15 et des E.coli 17 et 21, tandis que la souche Citrobacter spp 05 
a présenté une sensibilité extrême avec une zone d'inhibition de 18 mm de diamètre. 

Nous constatons qu'il y a une variabilité inter espèce dont on assiste à un 
comportement variable entre souche de même espèce vis-à-vis du surnageant natif 
et celui à pH 7, ainsi que l'origine des surnageants, c'est le cas des souches E. coli 

La présence des zones d'inhibition est liée à la présence des métabolites ayant une 
action antibactérienne sur les souches des entérobactéries, mais la neutralisation des 
deux surnageants par une base forte (NaOH) a éliminé l'acide lactique et les autres 
acides organiques qui avaient un effet inhibiteur par abaissement du pH, et de ce fait 
nous avons observé une diminution de l'activité inhibitrice des surnageants des · 
souches probiotiques. 

La persistance de cette activité antagoniste, même après l'élimination de l'acide 
lactique, confirme l'existence des autres substances antibactériennes tels que H20 2, 

diacetyles et bactériocines cela a été rapportés dans les travaux de [ 45]. 

Nos résultats sont en accord avec plusieurs auteurs qui confirment que quelques 
souches de Lactobacillus plantarum, isolées des olives fermentées et après 
neutralisation de leur surnageant, produisent des substances inhibitrices telles que les 
bactériocines [18,35,48]. 

La faible activité inhibitrice de Pediococcus acidilactici par rapport à celle de 
Lactobaci/lus plantarum est due probablement à la résistance de quelques bactéries 
Gram négatif, attribuée a la nature particulière de leur enveloppe celltilaire 
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et le mécanisme d'action de la bactériocine amené par le phénomène d'adsorption 
accordé à Bhunia et al. [07]. 

Les variations de la sensibilité sont dues aux caractères des souches indicatrices 
(présence ou absence des sites de réception ou immunoprotéines) et au niveau 
d'action causée par ces facteurs inhibiteurs [16,60, 73,80]. 

Nous signalons que le surnageant natif de Lactobacillus plantarum possède le plus 
grand spectre d'activité par rapport à celui de la souche Pediococcus acidilactici, 
grâce à sa production massive d'acide lactique [ 67 ]. L'effet inhibiteur de l'acide 
lactique sur les bactéries à Gram négatif a été rapporté par plusieurs auteurs [ 19 ]. 

111.4- Survie de Lactobacillus plantarum dans l'estomac du lapin 

111.4.1- Détermination de l'acidité et du pH du lait fermenté: 

Après incubation, il y a eu coagulation complète du lait par la bactérie lactique 
suite à la transformation du lactose en acide lactique. 

La détermination de l'acidité du lait fermenté, nous permet d'apprécier la quantité 
d'acide lactique produit par la bactérie lactique qui est égale au volume du NaOH N/9 
nécessaire pour neutraliser la quantité d'acide lactique contenu dans 10 ml du produit. 

Donc notre bactérie lactique Lactobacillus plantarum a produit lOg d'acide 
lactique après 4h d'incubation à 37°C, c'est une souche dite rapide ou Fast Acid 
Producer (F AP). En parallèle, la production de cette quantité d'acide lactique a fait 
baisser le pH à une valeur de 5, 13. 

111.4.2- Dénombrement des bactéries lactique du lait fermenté: 

Le dénombrement de la totalité des colonies apparues sur gélose MRS, nous a 
permis d'apprécier le nombre initial des bactéries lactiques présentes dans lml du lait 
fermenté qui est égal à 178 x 109 colonies. 
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ID.4.3- Evaluation de la survie de Lactobacil/us plantarum dans l'estomac du 
lapin 

Tableau 08 : Evaluation du nombre des bactéries lactiques dans l'estomac du lapin. 

Temps lh 2h 3h 4h 

lèreboite 12.4 17.6 8.4 4.8 
Nombre de bactéries lactiques 
n x 109 /ml du contenu stomacal 

2ème boite 13.2 17.2 10 / 

Nombre moyen n x 109 /ml 12.8 17.4 09.2 4.8 

Après une heure d'administration du probiotique, nous avons observé une chute du 
nombre de bactéries lactiques dans l'estomac du lapin par rapport au nombre initial 
présent dans le lait fermenté par la bactérie probiotique. 

Deux heures après, nous avons remarqué une légère augmentation, mais après trois 
heures d'administration, le nombre de bactéries lactiques a été réduit à la moitié, 
et cette réduction continue même après 4h. 

La figure 13 montre une perte en nombre de la bactérie lactique en fonction du 
temps dans le contenu de l'estomac du lapin. 

20 
18 

16 
14 

__] 12 
- "'o 10 
~ ..... 

.D ;..:: 8 
Q) s:: 

6 -0 
Q) 4 ..... 

.D 

8 
0 

2 
z 0 

1h 2h 3h 4h 

Temps (heures) 

Fig.14 : Survie de la bactérie lactique dans l'estomac du lapin. 
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La chute observée après lh peut être expliquée par les valeurs basses du pH 
stomacal et le rôle de l'acidité gastrique qui a un effet de barrière contre 
les microorganismes ingérés. 
De ce fait, les bactéries lactiques ont subi un état de stress vis-à-vis du pH et de 
l'acidité provoquant cette diminution. 

Ce nombre est faible par rapport à celui obtenu après 2h, cela a été probablement 
causé par une bonne motricité gastrique donc une bonne homogénéisation du contenu 
gastrique. D'autre part, il se peut qu'il y ait eu un effet tampon des protéines du lait. 

Même après 3h et 4h d'administration du probiotique, on a remarqué que 
le nombre des bactéries lactiques reste toujours supérieur à l 09 

/ ml du suc gastrique, 
ce qui confirme que Lactobacillus plantarum a la capacité de survivre dans l'estomac 
et de supporter ses condition hostiles, et donc elle révèle une des caractéristiques des 
bactéries probiotiques. Ce que nous avançons concernant cette aptitude probiotique de 
notre bactérie est rapportée par des données bibliographiques, ainsi "avant d ' atteindre 
le tractus intestinal, les bactéries probiotiques doivent d'abord survivre au passage à 
travers l'estomac; là-bas la secrétions d'acide gastrique constitue la l ère défense 
mécanique contre la plus part des microorganismes ingérés " [32]. En effet 
l'administration des acides inhibe la pompe des protons (H+), permettant 
la colonisation microbienne de l'estomac [50]. 

Pour augmenter leur taux de survie, les probiotiques doivent être ingérés pendant 
le repas, ou bien protégés dans des capsules ou par microencapsulation [37] . 

En plus les concentrations des probiotiques vihéculés vivants aux différents étages 
du tube digestif sont influencées par leur pourcentage de survie et la quantité ingérée. 
Cependant, la capacité de survie varie entre les genres et les souches : certains 
probiotiques sont réduits dès leur passage dans l'estomac, alors que d'autres 
traversent l'intestin grêle et parfois même le colon à haute concentrations tel que 
Bifidobactérium, L. plantarum ou L. acidophilus[51]. 

Stanton et al [78] ont confirmé que « pour obtenir certains effets positifs sur 
la santé, une souche probiotique doit atteindre le gros intestin à une concentration 
d'environ lxl07 cellules viables/gramme. » 

111.4- Etude de l'effet de L.plantarum et de l'oxytétracycline sur 
la translocation post abattage des entérobactéries chez le lapin 

Au cours de ces expériences, le taux des bactéries libres luminales et des bactéries 
associées à la muqueuse iléale et colique a été déterminé à J 1, J5, et h _dans les trois 
lots expérimentaux. Les résultats sont illustrés par les tableaux 09, 10, 11, 12 et leurs 
figures correspondantes. 
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Tableau 09: Variation du nombre des bactéries luminales du colon. 

Lots 

Temps en jours 

Témoin 

Antibiotique 

L.plantarum 

t) _20 
crj --E 

.0 ,._ 
<!.) 0 

"O - 15 
<!.) X 
...... c 

.0 

§ 10 
z 

5 

0 

JO 

Nombre de bactéries de la lumière du colon. 
nx107 /ml. 

JO J1 J5 J7 

17.2 14.4 12 11.6 

17.2 29.2 14.8 06 

17.2 9.6 16 0.8 

' \ 

-+- Témoin 

-a- Antibiot ique 

L. planta rurn 

J1 J5 J7 Temps(jours) 

i 
! 
i 
1 

Fig.15 : Evolution du nombre des entérobactéries lurninales coliques. 
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Tableau 10: Variation du nombre des bactéries de la muqueuse du colon. 

Nombre de bactéries de la muqueuse du colon 
Lots nx105 /ml. 

Temps en jours JO Jl 15 J7 

Témoin 9.6 8.8 9.2 10.4 

Antibiotique 9.6 23.2 16.4 11.2 

L.plantarum 9.6 37.2 32 11.2 

40,~~~~~~~-
35 

30 

g '"2 25 
..0 \~ 
~ s 20 

Q) ><: 
l3 c 15 
E z 10 

5 

0 

JO 

--+-- Témoin 

--i<I'-·· Antibiotique 

L. plantarum 

J1 J5 J? Temps(jours ) 

Fig.16 : Evolution du nombre des entérobactéries associées à la muqueuse du colon 

Les résultats du tableau 09 montrent que l' apport de l' antibiotique et du 
probiotique avait un effet hautement significatif (P< 0.01) sur le nombre des bactéries 
de la lumière du colon après une semaine. Ainsi, on assiste à une diminution très 
notable de ces bactéries chez les sujets recevant le probiotique suivie de celle des 
sujets à l'oxytétracycline, le nombre respective était de 0.8 107 et de 6. 107 

bactéries /ml. Par ailleurs, l ' effet persiste (P<0.05) sur les bactéries adhérente à 
la muqueuse du colon avec contrairement à la flore libre, une augmentation 
considérable du nombre de bactéries fixées à cette partie de l' intestin. 
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Des résultats similaires ont été trouvés par Zareie et al [94], qui rapportent que 
l'administration de L.rhamnosus ROOl 1 et L.halveticus R0052 au rat, réduit 
significativement le nombre de bactéries de la lumière du colon et peuvent augmenter 
comme réduire le nombres des bactéries de la muqueuse de ce fragment intestinal. 

Tableau 11 : Variation du nombre des bactéries luminales d'iléon. 

Nombre de bactéries de la lumière iléale. 
Lots nx108 /ml 

Temps en jours JO Jl J5 J7 

Témoin 15 14 12.08 10.88 

Antibiotique 15 8.48 0.52 0.04 

L.plantarum 15 1.8 0.88 l.36 
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Fig.17 : Evolution du nombre des entérobactéries luminales de l'iléon 
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Tableau 12 : Variation du nombre des bactéries de la muqueuse iléale. 

Lots 

Temps en jours 

Témoin 

Antibiotique 

L.plantarum 

45 

:E 40 -,,.. 
s 35 

30 

25 .._.. 
() 

~ 20 
Cl) 

'"O 15 -.. 
Cl) 

J3 10 s 
0 5 z 

0 
JO 

Nombre de bactéries de la muqueuse iléale 
nx105 /ml 

JO Jl 

18.8 17.2 

18.8 25.2 

18.8 40 

J1 J5 J7 

J5 J7 

16.4 14.4 

14.8 5.6 

31.2 

-+-Témoin 
1 

14 

1 -:i-- Antibiotique 

~lantarum 

Temps(jours) 

Fig.18 : Evolution du nombre des entérobactéries adhérentes 
à la muqueuse de l'iléon 

Nous avons observé d'importantes différences entre le lot témoin et les autres lots 
expérimentaux, où les bactéries libres luminales iléales ont subi une réduction très 
importante, elle été très remarquable pour l'iléon prélevé des lapins du lot à 
antibiotique, et pom l'iléon récupéré des lapins du lot à probiotique. 

En ce qui concerne les bactéries associées à la muqueuse iléale, lem nombre a été 
très réduit dans le lot à l'oxytétracycline et moins dans le lot à L.plantarum en 
les comparant toujoms à celui du témoin et cela particulièrement en périodes J5 et 17. 
Les résultats observés prouvent que les bactéries libres sont plus sensibles à l'apport 
de l'antibiotique aussi bien que du probiotique, en revanche, celles adhérées au tube 
digestif résistent plus au stresse causé par les deux additifs. 
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RéSultats et discussion 

Des résultats similaires ont été trouvés par Zareie et al. [94), et Lee et al. [43). De 
même, Lee et al. (44) rapportent que l'utilisation des bactéries probiotiques avaient 
des effets positifs sur les entérobactéries, particulièrement E. coli au niveau du crecum 
et du gros intestin du lapin. 

Par ailleurs, Abdel-Samee [01] trouve que la substitution totale des antibiotiques 
par les probiotiques avait des effets sur l'équilibre de la flore crecale qui s'est 
répercutée positivement sur la santé du lapin. 

Les résultats de la translocation des entérobactéries vers le foie et le sang sont 
mentionnés dans les deux tableaux 13, 14 et illustrés par les figures 19 et 20. 

Tableau 13 : Evaluation de la translocation des entérobactéries vers le sang. 

Lots 
Nombre de bactéries de sang. 

nx103/ml 

Temps en jours JO JI J5 J7 

Témoin 76 72 49.6 20 

Antibiotique 76 68 60 5.6 

L.plantarum 76 67.2 24 13 .6 
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Fig.19 : Evaluation de la translocation des entérobactéries vers l.e sang. 
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RéSultats et discussion 

Tableau 14 : Evaluation de la translocation des entérobactéries vers le foie. 

1 

Nombre de bactéries de foie. 
Lots nx108/g 

Temps en jours JO JI 15 J7 

Témoin 11.2 6.4 4.8 2.4 

Antibiotique 11.2 4.8 0.4 0.24 

L.plantarum 11.2 9.6 0.32 0.24 
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Fig.20 : Evaluation de la translocation des entérobactéries vers le foie. 

Avant l'administration des trois suppléments, le nombre des entérobactéries dans 
le foie et le sang a été hautement significatif, de l'ordre de 11,2.108/g et 7,6.108 /ml 
respectivement. 

Dès le premier jour Ji, ce nombre a diminué mais d'une façon plus remarquable 
dans le lot à l'oxytétracycline et à probiotique que dans le lot témoin. Cette 
diminution s'est poursuivie jusqu'à 15 eth. 
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Résultats et discussion 

Nous avons utilisé ce model expérimental pour apprécier l'activité de 
l'Oxytétraéycline et du lait fermenté à base de Lactobaci/lus plantarum vivant sur 
la modification et la translocation des entérobactéries du tube digestif de lapin. Cette 
étude démontre que l'Oxythétracycline s'oppose efficacement à la prolifération de ces 
bactéries en provoquant d'importantes modifications de leur nombre. Cet effet semble 
lié à l'action bactériostatique de l'antibiotique qui inhibe la synthèse des protéines en 
se liant au ribosome, inhibant aussi la fixation des aminoacyl-ARNt au site A [76]. 

De même le probiotique a prouvé ces aptitudes à réduire le nombre des 
entérobactéries, surtout celles qui colonisent la muqueuse colique et iléale, en inhibant 
leur translocation vers le sang et le foie. 

En effet, dès J1, le nombre de bactéries associées à la muqueuse est 
significativement diminué dans les lots supplémentés, cet effet se prolonge jusqu'au 
h. 

Le pro biotique s'oppose donc à la translocation des entérobactéries aussi 
efficacement que l'Oxythétracycline mais par un mécanisme différent. 

L'effet des préparations à base de lactobacillus a été attribué selon les auteurs à 
la présence des produits bactériens bactéricides [04,91 J. 

La diminution de concentration des bactéries coliformes dans le tube digestif serait 
due au pH très bas, obtenu grâce à l'apport du lait acidifié par l'acide lactique [51). 

Il s'est avéré que certains probiotiques ont une capacité d'adhérence au tube 
digestif. Deux études récentes ont montré que des souches adhérentes de 
Lactobacillus plantarum et Lactobacillus rhamnosus pouvaient coloniser de manière 
prolongée une partie du tube digestif. 

Ces probiotiques pourraient agir en limitant l'implantation des germes, par 
compétition au niveau des sites de fixation, pour la colonisation : si les probiotiques 
utilisent la surface du tube digestif, les germes n'ont plus de place pour s'implanter. 
En plus certains Lactobacillus adhèrent aux villosités intestinales et inhibent la 
fixation de E.coli entéro pathogènes [49]. 

Nos résultats corroborent avec ceux rapportés par plusieurs travaux. Lee et al. [44] 
rapportent que l'administration des bactéries pro biotiques minimise la fréquence de 
translocation intestinale de E.coli 0157 : H7 chez les jeunes lapins. Zaeie et al. [94] 
trouvent que la consommation de probiotique a des effets thérapeutiques sur l'intestin, 
un pré traitement par Lactobacillus servira à la prévention de l'adhésion des bactéries 
pathogènes aux villosités du tube digestif et jouera ainsi le rôle de barrière contre la 
translocation de ces germes. · 
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Conclusion générale 

Les résultats tant espérés de nos expériences personnelles après plusieurs tentatives 
«in-vitro» qu'à« in-vivo», se résument dans les synthèses suivantes : 

- L'isolement ainsi que l'identification des entérobactéries à partir du tube digestif du 
lapin, a permis de constituer une collection de 21souches appartenants aux trois 
genres :Escherichia, Enterobacter, et Citrobacter. 

- L'étude des interactions« in-vitro» entre Lactobacillus plantarum et les souches 
isolées montrent que notre probiotique a un effet antagoniste très remarquable, il a 
une action inhibitrice sur 76 % des entérobactéries. 

- L'étude de l'activité du surnageant natif et celui à pH7 de Lactobacillus plantarum 
et Pediococcus acidilactici sur les souches isolées, a révélé leur capacité d'inhiber ces 
bactéries, mais avec une différence entre leur spectre d'action. Toutefois, les 
surnageants de L.plantarum étaient les plus efficaces contre les entérobactéries. 

- L'étude« in-vivo» de la survie de Lactobaci/lus plantarum dans l'estomac du lapin, 
a permis de prouver sa capacité de supporter les conditions hostiles stomacales et de 
révéler un des critères des bactéries probiotiques. 

- L'étude comparative de l'effet de l'Oxytétracycline et du probiotique L.plantarum 
sur la modification du nombre de la flore endogène du lapin ainsi que dans 
la translocation vers le sang et le foie a prouvé la capacité de 
lactobacillus plantarum, qui est une bactérie pro biotique, à agir sur l'équilibre de 
la flore endogène du tube digestif du lapin de même à minimiser la translocation des 
entérobactéries vers le sang et le foie. Un effet similaire est trouvé avec l'utilisation 
de l'antibiotique. 

Cependant, on peut refaire un travail similaire en étudiant l'effet des probiotiques 
et antibiotiques sur la translocation des germes pathogènes. 

Reste a noté que les probiotiques ne sont pas largement utilisés chez l'être humain 
pour des raisons thérapeutiques, ils sont cependant abondamment utilisés pour leur 
effets nutritionnels. 
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Ailnexe 01 

. . omnodtion _des Œouiffons et géfoses 
.... -.><~~(';-::. :f::~-l: ~:0\~-;_::,z.·::.,: ':;_:~ ,;~--;~''-o;:.;;,.i.:.·:i:<((- .: /:; • · .~ ·· .' .• ,~·,. . · ...... · ,, -~· ·"· 

- -:=- --·- · ... Bouillon MRS :-·pI:l-6;5 --- ·--=---- -
-·----- . - - ----- -

- Peptone lOg 
- Extrait de viande 1 Og 
- Extrait de levure 5g 
- Glucose 20g 
- Tween 80 lml 
- Phosphate dipotassique 2g 
- Acétate de sodium 5 g 
- Citrate triammonique 2g 
- Sulfate de magnésium 200 mg 
- Sulfate de manganèse 50 mg 

Bouillon nutritif: ( pH 7,2 ) 

- Peptone 1 Og 
- Extrait de viande 5g 
- Chlorure de sodium 5g 

Gélose Hecktoen: (pH 7,6) 

- Protéose-peptone 12g 
- Extrait de levure 3 g 
- Chlorure de sodium 5g 
- Thiosulfate de sodium 5g 
- Sels biliaires 9g 
- Citrate de fer ammoniacal l,5g 
- Salicine 2g 
- Lactose 12g 
- Saccharose 12g 
- Fuschine acide 0, lg ( 40 mg pour certain milieux) 
- Bleu de bromothymol 65 mg 
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Allnexe 01 

GéloseMRS: 

Il s'agit du bouillon MRS gélosé à 1,5. 

Gélose VRBG: (gélose biliée au cristal violet et au rouge neutre) pH 7,4. 

- Peptone 7g 
- Extrait de levure 5g 
- Sels biliaires l,5g 

··- -----·-----~Glucose--:-lQg--- · --. - --·----·----. _ 
---- -- - - Clùorure ·ae· sodium 5g .. -- - --

- Rouge neutre 3 0 mg 
- Cristal violet 2 mg 
- Gélose 12g 

Milieu citrate de Simmons : pH 7 

- Citrate de sodium 2g 
- Chlorure de sodium 2g 
- Sulfate de magnésium 0,2g 
- Phosphate d'ammonium 0,2g 
:- Phosphate d'ammonium monosodique 0,8g 
- Bleu de bromothymol 0,08g 

Milieu Mannitol-Mobilité : pH 8,2 

- Peptone 20g 
- Nitrate de potassium 2g 
- Mannitol 2g 
- Rouge de phénol à 1 % 4g 
-Agar 4g 

Milieu MEVAG: pH 7,7 

- Extrait de viande 3 g 
- Chlorure de potassium 5g 
- Rouge de phénol 20 mg 
.. Gélose 3g 
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AnnexeOl 

Milieu Moeller : pH 6 

-Peptone Sg 
- Extrait de viande Sg 
- Pourpre de bromocrésol 0, lg 
- Rouge de crésol · 5 mg 
- Pyridoxal 5 mg .· 
- Glucose 0,5g 

-----·------- -- ·- - - -·----- - --·- - ------ - ---·-·--- ·--···· 

. Milieii -îSI =-- pH 7;4----- -

- Extrait de viande 3 g 
- Extrait de levure 3 g 
- Peptone 20g 
- Chlorure de sodium 5g 
- Citrate ferrique 0,3g 
- Thiosulfate de sodium 0,3g 
- Lactose 1 Og 
- Glucose 1 Og 
- Rouge de phénol 0,05g 
-Agar 12g 

Milieu Urée-Indole: pH 7 

- L- tryptophane 3 g 
- Phosphate monopotassique lg 
- Phosphate bipotassique lg 
- Chlorure de sodium 5g 
- Urée 20g 
- Alcool à 95°C 10 ml 
- Rouge de phénol à 1 % 25 mg 
- Eau distillée stérile 1000 ml 

Milieu Clark et Lubs: pH 7,5 

- Peptone 5g 
- Phosphate bipotassique 5g 
- Glucose 5g 
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Allnexe02 · 

~,,.~l!l~ktI_t;tS 
•"5.-:...":i:!:U!F --- ...._ ~-..'::~--·~ •• ."_:-_":'::':·~~-. 

Cristal violet : 
-- -------- - -- ·-- - --- --. - - --- ----- ------ --------- ----

.:_ __ :: - ~· ..; .. .:-...:_::..:.__ -- - - - - --

Solution A: 
- - - ---------------

- Cristal violet 2g 
- Alcool à 90° C 

Solution B: 

- Oxalate de Nrti 0,8g 
- Eau distillée 20 ml 

Mélanger les solutions A et B. 

Lugol: 

- Iode lg 
- Iodure de potassium 2g 
- Eau distillée 300 ml 

Violet de gentiane : 

- Violet de gentiane lg 
- Ethanol à 90°C 1 O ml 
- Phénol 2g 
- Eau distillée 1 OO ml 

68 



.ADnexe 03 

~:~;:---,,,~S,~:S ~--~:.:.-::_~,:.,~:::::_~:::~~~~::::,,~-=-

-· · --- ::--_--CatahJ~-~-:--·:---·-----· ------ -· 

- Eau oxygénée 10 volumes. 

Kovacs: 

- Alcool amylique ou isoamylique 150 ml 
- P-dimthylaminobenzaldéhyde lOg 
- Acide chlorhydrique concentré 50 ml. 

69 



" .,1 Le premier objectif de cette étude a été atteint, on a isolé et identifié 21 souches des 
entérobactéries appartenant aux genres Enterobacter, Eschirichia et Citrobacter. 
L'étude des interactions a montré que L. plantarum possède un large pouvoir antagoniste 
envers la totalité des souches de la collection. De même, l'effet persiste avec les surnageants 
de cultures. 
Les résultats de l'étude« in-vivo» ont prouvé la capacité de L. plantarum à survivre aux 
conditions hostiles de l'estomac du lapin. 
Enfin, l' Oxytétracycline a montré le pouvoir important à réduire le nombre des 
entérobactéries luminales, tandisque L. plantarum a diminué significativement le nombre des 
bactéries adhérantes ainsi que la translocation des germes vers le sang et le foie. 

Mots clés : Probiotique, antibiotique, lapin, interaction, translocation, survie. 

This stady's main objective has been :frelfilled. We did manage to isolate and identify 21 stubs 
of enterobacterium be longing to the Enterobacter, Escherichia and Citrobacter types. 
The interactions study has revealed that not only L.plantarum has got a powerful impact on 
the whole stub collection, but that the effect persists on the surnaten cultures. 
The results of the in-vivo study phowed that L.plantarum is capable ofwith standing the 
rabbit's stomach' hostile conditions. 
Finally the Oxytetracycline highlighted the great ability to reduce the number of luminal 
enterobacterium while the L.plantarum has greathy decreased the number oflinked bacterias 
as well as the germs translocation to blood and liver. 

Key words: probiotic, antibiotic, rabbit, interaction, translocation, survival. 
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