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Intoduction 

Introduction 

Des études scientifiques suggèrent que les pro biotiques peuvent jouer un rôle de 
premier plan sur la santé. 

Chaque espèce de probiotiques offre des bénéfices santés particulières à leur 
souche, on peut retrouver parmi ces bénéfices santés : 

Une amélioration du fonctionnement de système digestif et une augmentation 
cles défenses natu.relles du système immunitaire . 

Certains probiotiques agissent en absorbant des prntéines et d'autres produisent 
des vitamines. 

Certains peuvent également produire des acides organiques qui luttent contre la 
propagation des mauvaises bactéries et jouent un rôl e dam l'écosystèrr .. e, mais afin de 
pouvoir survivre et dè pouvoir réagir, les probio tiqucs doivent résister à plusieurs 
facteurs hostiles œtrouvés dans le système digestif animale te ls que l'acide gastrique, 

. . l~~ s.~ls biliaires et les secrétions pancréatiques [50]. 

Il est important de s'assurer que les probiotiques consommés réussissent à 
passer toutes ci:;s banières et qu'ils arrivent en quantité Sllffisante pour exercer leurs 
rôles. 

C'est dans cette optique que nous nous sommes proposés d\~valuer l'activité 
antagoniste de Lacrobacillus plamarum « BJ0021 » par l'étude des interactions avec 
une collection de souches entérobactéries du tube digestif du lanin et étude de l'effet 

'- ~ 

du régime alimentaire sur la survie de cette espèce chez Je même animal. 

Notre étude est divisée en deu,'( parties : 

> Une étude bibliographique qui a perm.is d'amél iorer nos connaissances sur les 
bactéries lactiql1es, les probiotiques, les entérobactériF.?s et le tube digestif du lapin. 

' ' , . 1 , 1 11 , 1 .. 1 1-1 :"' ·~ · ne :::tuC('. o~pè!1IT:f.'~ltéLC aao.s _ci.r1ui::. u: ·i1(1 1.1c_ ''.l:11:i [1rnn ~ '.• f.3 prof1JÇ 
d'iclen tificat10 1~ de 14 souches d'entérobacté1ies, par la suite on passe à l'étude des 
interactions « in vitro >1 entre la souche lactique et les entérobactéries et eniin on 
va évaluer l'effet du régime alimentaire sur la sw:vie de Lactobacilius plantamm 
« BJ002 l » dans les différents étages de tube digestif de lapin. 
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Chapitre I 1 Les bactéries lactiques 

I. l. Défi ni ti on. 

Les bactéries lactiques ont été décries pour la première fois par ORLA
JENSEN ( 1919) et réunit plusieurs genres caractérisés par leur capacité a fermenter 
les glucides en produisant de l'acide lactique [35 , 40, 56], accompagné dans certaines 
cas d'autres métabolites (éthanol, C02, autres acides organiques) [9]. Cette 
fermentation .. provoque un abaissement du pH et établissement des conditions 
favorables a diverses transformation [ 41]. 

Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogène qui n ' est pas 
clairement définit du point de vue taxonomique [56). 

L 2. Ca r actères généraux. 

Il ~xi ste deux types morphologiques de ce groupe bactérien, le '=' cocci et 1es 
o~iéille s c l~s ses dans la familJe des Lac;obacteriaceoe, 6 répondent aux 
caracté1istiques suivantes [l , 9, 20, 38] : 

Q) Ce sont des bactéries àG[am 'positif généralement immobiles, jamais sporulées. 
<!) Ne possédant pas de ' catalase (certaines soud 1es possèdent une pseudo

catalase). 

œ Donnant une réaction de l'oxydase négative. Nitr~te réductase négative. 
$ Elles sont dépourvues de cytochromes, étant incapables d 'effectuer la synthèse 

du noyau HEME de porphyrines, de ce fait elles sont incapables de respirer 
mais peuvent seulement effectuer un métabolisme fermentaire. 

o Leur capacité de biosynthèse sont très faibles , elles possèdent de ce fait une 
exigence élevée en facteurs de croissance : acides aminés, bases nucléiques 
acide gras et les vitamines du groupe b. 

r,i En général alrotolérantynais certaines espèces vivantes dans le tube digestif 
des animaux sont anaérobies strictes. 

e Elles ont la possibilité de se multiplier à température relativement basse ( 10 °C 
ou 15 °C) ou relativement haute ( 45 °C). 

(.. . ... ...._ . 
• ' r • 

Selon le type de fermentation. les bactéries lactiques sont dites [9,39] 

·:~ Ho moferme ntaires : produisent de l'acide lactique, comme produit terminal. 

•:• H éterofermentaires: produisent en plus de l'acide lactique, l ' éthanol, 
l ' acétate et le C0 2• 

La différence entre ces deux voies, est détectable par le àégagement de C02• 

Certaines bactéries homofennentaires sont aussi capables de fermentations 
hétérol::idi~ues rb11s rlP:s conriiti()ris rlP: crniss~nce non optimales ou selon lii nature de 
sucre utili sé . 

2 



Chapitre I Les bactéries lactiques 

I .3. Habitat. 

Les bactéries lactiques sont généralement associées à des habitats riches en 
nutrim ents; c'es t le cas pour une multitude de produ its a limentaires (lait, viande. 
produüs végétaux) , 011 trouve aussi des bactéries lac tiques dans la flore normale de 
] 'intestin et du vagin des mammifères [52]. 

I .4. Classification des bactéries lactiques. 

La nouvelle classification des bactéries lactiques tient compte des apports 
modernes de la taxonomie moléculaire [24] : 

• Le phylum des Clostridium : le pourcentage de G+C inférieur à 50% : 

- En forn1e de coque : Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc et 
· · Enterococcus. 

- En fonne de bâtonnet : Lac1obacillus, Carnobacterium. 

• Le phylum des Actinomycètes : le pourcentage de G+C supérieur à 50% : 
B{(idobacrerium, Brevibacterhm1. Corynebacterium, Microbacterium et 
Propionibacterium [ 15] . 

Seuls les Lacwbaci/lus, les Enterococcus, les Bifidobacterium, les 
Streptococcus et éventuellement Lactococcus sont utilisés comme probiotique en 
alimentation animale et humaine [39]. 

Tableau 1 : Les différents genres de bactéries lactiques [39]. 

Cellules 

Forme Arrangement 
Fermentation GC% 

Streptococcus Coque châmes Homo lactique 34-46 
Leuconostoc Coque chaînes Hétérolactique 36-43 
Pediococcus Coque tétrades Homo lactique 34-42 
Lactohaci /lus Bacille chaînes Hornolactique et 32-53 

1 Hétérolactique 

1 variée B ijhiohacre riu m Va1iée Acétique et lactique 55-67 
1 

1 

1 
1 

1 
1 

L_ __________ , ___________ L,__ __ 1 
----------~------ J 

GC% : pourcentage molaire de L ' ADN en bases G et C 

.., 
_1 



Chapitre l Les bactéries lactiques 

I. 4. 1. Le genre /,acrohacillus : 

Il regroupe de nombreuses espèces dont 1 ' hétérogénéité est illustrée par la 
vaiiation du pourcentage G + C : 32 à 53 %. La croissance des lactobacilles est bonne 
dai1s lm milieu à pH 4,5-6,4 mais s'anête à pH 3.6-4 . 

La classification remaniée par KANDLER et WEISS, les subdivise en 3 groupes 
selon leur type fennentaire [9, 39] : 

> Groupe J : Anciennement appelé Thermobacterium, ces bactéries ont un 
métabolisme shictement homo fermentaire. Elles se développement à 45 °C mais 
pas à 15°C. 

,..- Groupe Ir : Ancienn ement appelé S1repwhuc1emm1, ce groupe co mprend des 
espèces à métaboli sme héterofennentaire facultatif. 

> Groupe lll : Anciennement appelé Betabacterium. Ces espèces ont un 
l'lti·étabolisme stiictement héterofermentaire. 

1.4. 1.1. Etude de l'espèce Lactobacillus plarrtarum : 

Elle se présente sous la forme de cellules en forme de bâtonnets isolées ou 
réurùes en chaînes courtes. Elle transforme les sucres et le mannitol formé au cours de 
la phase précédente et conduit à une acidité de 1.5 à 1.9% [10]. 

La souche de lactobacillus plantarum peut synthétiser une catalase si le milieu 
contient un dérivé hématique (milieu au sang) [ 10]. 

Chez lactobacillus plantarum, une pyruvate oxydase provoque la libération de 
peroxyde d'hydrogène à partir du glucose en aérobiose, ce peroxyde peut aussi 
s.'accwnuler lors de la croissance sur des milieux sans sucre contenant du glycérol sous 
l'action d 'une glycérophosphate oxydase. Lactohaci/lus plantarum peut libérer de 
l'I-1202 à partir du lactate dans un milieu ou le glucose est épui sé [10]. Le tableau ci
dessous illustre quelques propriétés biochimiques de cette espèce . 

Tableau 2: Quelques propriétés biochimiques de L. plantarum [10]. 

! IU 
\ 

1 1 .. 1 
1 ~ 0 Cl) 

Cl) 
:::l If") Cl) trJ 1 

"tj" ro '"Cl 1 
O"' a ...... 1 

·..::::; •Cl::l ü i::: 
ü Cl) ;::! 0 

"' (!) :;j :;j '"Cl "fü 
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Chapitre 1 Les bactéries lactiques 

I. 5. Les caractères métaboliques des bactér·ies lactiques. 

I. 5.1. Uti lisation des sucres : 

Le métabolisme des sucres conduit principalement à la formation de l'acide 
lactique et de 1' éthanol. Ces deux composés ont un seuil de perception très élevé 
néanmoins du fait de leur fortes concentration, il s ont un impact sur la qualité 
sensorielle des produits (39]. 

I. 5. 2. Utilisation du citrate : 

Le citrnte seul ne peut èt:re utilisé comm e substrat de croissance par formation 
d'acétate (en majeure partie excrétée) de C02 et de diacétyle, qui est le composé 
aromatisant. D'autres produits sont excrétés, l' acétoine et éventuellement le 
2-3 butylène glycol et 2-3 butylène-diane [39]. 
- ... ..... 

I .5.3. Utilisati on des protéines : 

Pow· satisfaire leur beso in en acide ami.né , les bactéries lactiques doivent 
dégrader les protéines. Leur système protéolytique est complexe, mais il a été bien 
' d"' [?] etu 1e .- . 

Si les protéines ont un rôle dans la texture des aliments fermentés, il ne semble 
pas qu'elles interviennent directement dans les autres dimensions de la flaveur. Au 
contraire, leurs produits de dégradation directs ; les peptides ont des propriétés 
sapides. Ils sont de plus des précurseurs d'acides aminés et de composés d' arome 
importants [ 46]. 

1.5.4.Dégradation des lipides et des esters : 

. L'activité lipolytique de ces bactéries est très faible, il se pose, donc des 
problèmes méthodologiques, pour leur caractérisation. Dans de nombreux cas, on a 
mis en évidence des activités esterasiques sans montrer de façon certaine que ces 
enzymes pouvaient dégrader les lipides naturels [2]. 

I.5.5. Le métabolisme de l'oxygène: 

L ·absence d 'w1e catalase hémique est une caractéristique importante des 
bactéries lactiques . Cependant on peut observer chez tous les germes une pseudo
catalase. En générale, les bactéries lactiques sont capables de transformer 1'02 
moléculaire en super oxyde, en peroxyde (H20 2) ou en eau. Ces réactions sont 
catalysées par des enzymes spécifiques en présence d'un substrat à oxyder [2] . 
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Chapitre I Les bactéries lactiques 

L6. L'effet antagoniste des bactéries lacti ques : 

Les bactéries lactiques sont connues et utilisées pour les influences 
antagonistes qu'elles développent [11). Elles sont dûes aux métabolites excrétés : 
acide lactique, autres acides organiques, àiacétyle, peroxyde d'hydrogène et surtout 
antibiotiques et bactériocines [16, 51] . 

I.6.1. L'effet de l'acidification: 

La tolérance des microorganismes vis- à vis du pH est très variable ; la 
majorité des espèces bactériennes ne peut se développer aux pH inférie1irs à 4. Les 
bactéries lactiques exercent leur pouvoir inhibiteur par la production de l'acide 
lactique qui provoquera une chute du pH du milieu [9). 

I.6.2. L'effet du au peroxyde d'hydrogène: 

__ Il a été montré que de nombreuses souches de bactérie lactiques peuvent libérer 
du p'eroxyde d'hydrogène à des concentration suffisantes pour provoquer l'inhibitior: 
ci' autres contaminants de leur environnement [9]. 

I.6.3. Les bactériocines : 

Les bactériocines peuvent être simplement défmis comme des protéines ou 
complexes protéiques biologiquement actifs, inhibiteurs des bactéries Gram positif 
exclusivement plus particulièrement de bactéries taxonomique.ment proches de la 
souche productrice étant immunisée contre sa propre bactériocine [9]. Les 
bactériocines sont des bactéricides mais la nisine et la sporostatique ont un effet 
bactériostatique. Les bactéries lactiques productrices de ces substances ont l'habilité 
d'inhiber des Gram positif aussi bien que des gram négatif [10]. Le tableau 3 illustre 
la gamme de bactériocines produits par les bactéries lactiques. 

r"'" ble-u· -:i. Qu"Î~l.i"S i...,..ctJ.-1· 0~;~,,.~ pr -~,.i-u1·1.,,S .-.~-1-- 1., ,. ~1.e' ~1·e~ l· ,.,,. ... !q·-es l- '14) ,11.i:t a ..., . i;; t! t ua ~1::1 '-•ll>c•~ vu • .., r-<t• ..::::i vaLL 1 ::i a .... u .li "t . 

Bactériocines 
Lactacine B 
Gasserine A 
Lactocine 27 
Acidophilucine 

' Lacticine 
Brévicine 3 7 
Lacticine f 
Plantacine B 

1 Lactocine S 
1 

Bactériocine pA-1 
Pédiocine A 
Nisine 

Oreanisme du oroducteur 
L. acidophi lus 

\ L .gasseri 
! L .helviticus 
1 L. acidophilus 

L lactis 
1 L.brevis 
1 L. acidophilus 

r v'an 1a1·11111 .l-Jo .L .. t-1. I Ll-f/I 

L. sake 
p. acidilactici 
p. pentosaceus 
L. iactis subsv. lactis 
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Chapitre Il Les probiotiques 

H. l.Définition des probiotiques . 

Le terme probiotique proposé dans les années 1960 par PARKER dérivé de 
deux mots grecs « pro » et « bio » et signifie littéralement « pour la vie » par 
opposition au terme antibiotique signifiant contre la vie [ 41, 44]. 

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont ingérés 
en quantité adéquate, ont des effets bénéfiques sur l'organisme hôte en améliorant les 
propriétés de sa flore intestinale [ 41, 44]. 

Il s'agit le plus souvent de bactéries ou de kvures presentes soit dans des 
aliments, notamment les produits lai6ers fermentés, soit dans des 
compléments alimentaires sous forme lyophilisée . Les micro-organismes tués par la 
chaleur ne répondent pas à la définition des probiotiques mème si certain effet 
thérapeu6que leur ont été attribués [50]. 

-··n-.2.· Les groupes des probiotiques. 

Il existe 4 groupes des probiotiques [50] : 

•!• Les ferments lactiques : 

Ils sont capables de produire de l'acide lactique par la fermentation de certains 
sucres comme le lactose, ils sont regroupés en deux catégories en fonction de leur 
morphologie : les lactobacilles (Lactobaci!lus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus 
Lactobacllus plantarum et Lactobacillus casei) et les coques (Enterococcus, 
Lactococcus et Streptococcus). 

•!• Les bifidobactéries : 

D'origine humaine ou animale, elles appartiennent à la flore intestinale 
1101111ale et possèdent une bonne résistance aux sucs gas triques, ia population de 
B(fiàobacterium diminue avec l'age et leurs espèces varient selon l'age. 

•!• Les J evu res : 

Renferme les différentes levures de types saccharomyces, elles sont 
p1incipalement utilisées par l'industrie agroalimentaire et comme probiotiques. 

~!· Les autres bactéries sporulées, dont Bacillus, Subtilis et Cereus. 
Les micro-organismes les plus utilisés comme probiotique sont Bifidobacterium, 
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobac:illus · rhamnosus, 
L.plantarum, Enterococcus faecium et Saccharomyces boulardii. 
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Chapitre II Les probiotigues 

II .3 .C a ra cté r·istiqu cs des probiotiques. 

Pour pou voi r être utili sés conune germes pro biotiques dans les denrées 
alimentaires ou bien en alimentation animale, les mi cro-organismes doivent répondre 
aux critères suivants [ 18, 20, 22, 49] : 

e Absence de nocivité (aucune réaction immunitaire de l'hôte contre le germe 
probiotique ; aucune réaction pathogène, toxique, allergénique mutagène ou 
cancérogène). 

• Exercer un "effet bénéfique" sur l'hôte. 
• Contenir un nombre élevé de cellules viables et posséder une survie dans le 

tractus gastro-intestinale. 
~ A voir éventuellement la capacité d'adhérer aux cellules intestinales pour 

coloniser le tractus intestinal sans perturber la flore intestinale et posséder une 
capacité de croissance. 

• Rester viables pendant le stockage et l'utilisation. 
• · · Produire des enzymes utiles ou d'autres substances uti lisables par l'hôte. 
• Exercer un effe t métabolique pendant le transit intes tinal. 
• Résister à l ' HCl de l'estomac et aux sels biliaires de l'intestin grêle. 
• Tl s doivent améliorer les performan ces zootechniques des animaux 

(augmentation de poids moyen quotidien ou GMQ, diminuer l'indice de 
consommation IC et ils doivent augmenter la digestibilité de la ration 
alimentaire). 

II.4. Les bactéries lactiques à propriétés probiotiques. 

Le tableau suivant présente le nombre de bactéries couramment utilisées comme 
pro biotiques . 

Tableau 4 : Les souches les plus employées comme probiotiques [13J. 

Genres 
lactobacillus 

l'ediococcus 
Rifidohactérium 

Enterococcus 
Streptococcus 

Espèces 
acidophilus 
crispa tus 

i joho.rnnii 
1 • 

1 paracase1 
1 plantamm 
1 rhamnosus 
\ acidi/actici 

1 

adolescentis 
hifzdum ' . 
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! laclis 
faecmm 
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Chapitre 11 Les probiotiques 

II. 5. La capacité des probiotiques d'adhésion aux cellules intestinales. 

La possibiJité d'une colonisation durale du tube digestif pour un probiotique 
était jusqu'à peu considérée comme impossible en raison d'un grand déséquilibre de 
force en faveur de l'écosystème endogène. La flore est quantitativement plus 
abondante et occupe les sites d'adhérences au niveau de tube digestif. Deux études 
récentes ont montré que des souches adhérentes de L.plantarum pouvaient coloniser 
de manière prolongée une partie du tube digestif [50] . 

li .6. La survie des probiotiques dans le tube digestif. 

Dcin s lci mesure où la nahire exacte des principes actifs est souvent inconnue ; 
c'est la capacité des micro-organismes à survivre aux différents étages du tube digestif 
qui est étudiée [50] . 

· · · - · · Les concentrations des pro biotiques véhiculés vivants aux différents étages du 
tube digestif sont influencées par le pourcentage de survie qui varie beaucoup entre 
les genres et les souches, certains probiotiques sont détruits dés leur passage dans 
l'estomac; alors que d'autres ; tels des Bifidohacterium; l.acidophilus traversent 
l'intestin grêle et parfois même le colon à haute concentration : ainsi; les 
bifidobactéries et les lactobacilles acidophiles délivrés vivants dans l'estomac 
représentent respectivement 67% et 64% quantités ingérées [50] . 

La fraction des probiotiques survivant jusqu'à la fin de l'intestin grêle est 
significativement influencée par la présence et la quantité de bile. Celle-ci représente 
dans des conditions expérimentales simulant la physiologie 24% et 10% des quantités 
ingérées [50] . 

II . 7. Rôle de pro biotiques. 

Les probiotiques utilisés chez le lapin sont des souches vivantes de bactéries 
f,actobacillus, Streptococcus qui par leur action sur la flore intestinale permettent de 
limiter les dianhées chez les lapereaux et obtenU- une meilleure croissance. La 
limitation des diarrhées chez le jeune et liée aux activités métaboliques des 
probiotiques (sécrétion d'enzymes; production d'acides animés, de vitamines) [42]. 

L'usage des probiotiques vise à réduire les difficultés d'un dérèglement de la 
flore intestinale chez le jeune animale ; qui est à l'origine des entérites. Il semble; en 
effet exister une inadéquation à cet age; entre l'aliment proposé et la flore intestinale; 
on dit alors que le servage représente un stress alimentaire pour le jeune [ 42]. 

En cwùculture, une réduction de taux de mortalité ; en utilisant une association 
de culture de levures et bactérie lactique a été observée. Leur présence permet w1e 
diminution du pH du tractus digestif et ils secrètent aussi différentes substances qui 
limitent ainsi la prolifération anarchique de colibacilles qui apprécié un milieu plus 
basique [28 , 34]. 
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Chapitre If Les robiotiques 

Les prob1otiques permettent d'améliorer la di gest1bihté de nombreux 
nutTiments : leur rôle essentiel est de garantir une bonne hygiène digestive en 
favorisant la dégradation et l'absorption des aliments [22]. Les probiotiques peuvent 
jouer un rôle à la fois préventif et curatif [33 , 54] . 

. . . -
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Chapitre ITl La physiologie digestive du lapin 

IIT.1. La physiologie de tube digestif du lapin. 

Le tube digestif du lapin est tTès long. Il mesure en moyenne 4,5 à S mètre de 
long pour un adulte pèsent environ 5 Kg. Il se compose d'une bouche, d'un œsophage, 
d'un estomac, d'un intestin grêle, d'un caecum, d'un colon terminé par un rectum et un 
anus [21 , 58]. 

III.1.1 La bouche : 

Le lapin est un rongeur capable d'assimiler divers aliments . riches en 
cellulose [ 6]. Il possède des dents à croissance continue et sont usées par frottement. 

Les aliments sont saisis directement par les incisives sans l'intervention des 
lèvres [5], puis les glands salivaires libèrent la salive qui lubrifie les aliments et 
débute la digestion [8]. 

·rn:L2 L'œsophage: 

L'œsophage est placé entre la trachée et la colonne vertébrale [37]. Il fait suite 
au pharynx . C'est un tube qui assure le transp01i des aliments et de l'eau jusqu'à 
l'estomac [8] . 

IIl.1.3 L'estomac : 

C'est une poche assez allongée; son revêtement interne est en totalité 
muqueux [ 45]. 

Chez le très jeune lapereau, la paroi stomacale secréter une pepsine, ainsi 
qu'une autre peptidase la rénines. Pendant la période d'allaitement; cette endo
peptidase est responsables de la coagulation du lait dans l'estomac [37]. 

L'estomac joue un rôle mécanique secondaire d'un rôle chimique dans la 
digestion. [5 , 8]. 

IIl.1.4 L'intestin grêle : 

C'est la première partie des intestins qu1. est la longe [7]. Il est divisé en 
duodénUJn. jéjunum et iléon; la partie terminale. Le canal cholédoque qui apporte la 
bile en provenance du foie débouche au début du duodénum [3 7]. 

L'intestin grêl e constitue le lien ou se déroule le démontage des alimentes en 
leur éléments nutritifs de base f71. 

III .1.5 Le caecum : 

Le caecum forme un second réservoir, il contient 100 à 120g d'une pâte 
homogène, ayant une teneur en matière sèche (M S) moyenne de 22% et un pH 
proche de 6 [21]. 

Ce réservoir renferme de nombreux organismes microbiens qui transfonnent le 
reste des aliments en substances riches assimilables par le lapin [37]. 
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Chap it rc J 11 La ph ys iologie digestive du lapin 

TTI.1.6.Le colon: 

Le colon est d'abord caractérisé par la présence de petits renflements en forme 
de poche. La paroi devient lisse dans sa partie terminale. Sa dernière partie est 
appelée rectum et se tenninep~'anus [37]. Il produit des crottes molles le matin et des 
crottes dures le reste de la journée [21]. 

III. 2. La flor·e caecale chez le lapin. 

La flore intestinale du lapin apparaît comme un e exception dans l'échelle 
animale. Dés la naissance, la flore se stabilise très inégulièrernent, durant les trois 
première s semaines on trouve une flore réduite comme ell e peut être absente [ 42, 34]. 
Cette situation est due au rôle bactériolytique des acides gras en C8 et C10, qui sont 
présent dans le lait et libérés par la lipase gastrique des lapereaux [36] . 

La flore intestinale normale du lapin est constituée à 90% de bactéries anaérobies 
. sWtctes ou facultatives, homo ou hètèrofennentaires telle que le bactéroides. La flore 
secondaire représentant les 10% restant ·_

0 
__ compose. d L. co/i, des entérocoques et 

des clostridies [36]. 

Puisque les entérobactéries constituent la flore dominante de tube digestif du 
lapin, on a proposé d'étudier quelques caractéristiques de la famille 
d 'Entérobactériaceœ. 

111.3.Les Enterobacteriaceae. 

III.3.1 Définition et caractéristiques : 

La famille des Enterobac1ériaceae est constituée de gemes bactériens qui se 
rassembles en raison de leurs caractères bactériologiques communs [2, 23] : 

• Ce sont des bacilles à Gram négatif dont la dimension vari e de 7 à 6 um de 
long et 0.3 à 1 u m de large. 

• Mobile par une ciliature péritriche ou immobiles. 
• Asporulés . 
e Ce sont aérobie anaérobie facultatif. 
• Ne possédant pas d'oxydases (à la déférence des Vibriu et Pas teurella) 

• Réduisant les nitrates en nitrites (sauf quelques E1winia). 
• Catalase positive (sauf Shige!!a dysenteriae serovar 1). 
• Se multiplient facilement sur milieu ordinaire à pH neutre, à température de 

37 °C. 
• Fennentent 1e g1ucose avec ou sans production du gaz. 

IIl.3.2 Habitat et pouvoir pathogène : 

De nombreuses espèces d' fntemhacteriaceae sont trouvées dans 
l' environnement, d' autres chez les végétaux ou les animaux. Il en est qui ont un 

1::: 



Chapitre III La physiologie digestive du lapin 

pouvoir phy to- pathogène . Parmi les espèces qui peuvent être isolées chez l'homme, 
certaines ShiRel/a sont constamment pathogènes . D' autres espèces se comportent 
comme des bactéries pathogènes opportunistes responsables d ' infection chez des 
malades de fragilisés [2]. 

ITI.3.3 Caractères culturaux: 

Parmi les caractères, on cite [2] : 

• Les Enterobacteriaceae se développent dans un bouillon ou une gélose 
ordinaire incubés 18 heures à 3 7 °C. 

• Les fonnes S (Smooth) sont l'aspect habituel au sortir de l'organisme. 
• Les colonies sont lisses, bombées, brillante et humides, elles ont 2 à 4 mm de 

diamètre. 
• Le bouillon est trouble de façon homogène. 
·• Les formes R (Reugh) s 'observent surtout avec des souches ayant subits 

plusiems repiquages . 
• Les colonies sont rugueuses, sèches, à contours irréguliers et de teinte malte. 

en bouillon, les formes R donnent un aspect grumeleux. 
• Les colonies muqueuses sont habituelles avec les Klebseilla, les diamètres 

peuvent dépasser 10 mm ; elles ont une tendance à la confluence. On peut les 
rencontrer aussi avec d'autres espèces, notamment Salmonella Paratyphi B 

• Les colonies naines s'observent avec des souches déficientes dans certaines 
de leurs chaînes métaboliques. 

UJ.3.4 Caractères antigéniques : 

Les entérobactéries possèdent différents antigènes [2] : 

);;;> Les antigènes 0 : C'est des antigènes de paroi constitués de lipo
polysaccharides (LPS) qui sont thermostables et résistent à l'alcool ou à l'acide. 

)> Les antigènes H : C'est des antigènes flagellaires qui ne sont donc présents 
que chez les souches mobiles . Constitués d ' un e protéine. la flagelline, ils sont 
thennolabiles et inactivés par ralcool. 

> Les antigènes K : Ces antigènes capsulaires sont généralement constitués 
d'une couche externe polysaccharidique. Parmi les antigènes K, se trouvent les 
antigènes L, A, B des E. co /; et l'anti gène Vi de certaines Salmonella ou 
Citrobacter. 

Les antigènes d 'adhérence ou adhésines de nature protéique, en relation avec la 
présence de pili sont classés parmi les antigènes K. 

1
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Matériel et méthodes 

Notre étude a été réalisée au laboratoire de microbiologie de l'université de 
J i_iel. Cette étude comporte les points suivants : 

• Isolement, pwification et identification des souches des entérobactéries à 
prutir du caecum du lapin. 

• Etude « in vitro» des interactions entre la bactérie L. plantarum à propriétés 
probiotiques et les entérobactéries. 

• Evaluation de l' effet du régime alimentaire sur la survie de la bactérie 
lactique dans les différents étages de tube digestif du lapin . 

II. Matériel et méthodes. 

II.1. Matériel. 

ll.1.1. La souche bactérienne : .. ~. -

La souche bactérienne utilisé comme probiotiques est la bactérie lactique 
Lactobacillus plan/arum «BJ0021» isolée du Beurre traditionnel de la région de Jijel 
et identifiée au laboratoire de biologie moléculaire et génétiques de l'université 
d'Oran (25) . 

II.1.2. Lapin : 

L'étude in vivo à été réalise sur 15 lapins de population locale de deux sexes, 9 
males et 6 femelles , pesant entre 520 g et 1050 g au début de l'expérimentation. 

II.1.3. L'aliment : 

L'expérimentation a été réalisée avec trois régimes alimentaires : L'herbe, 
! '.aliment broyé et celui granulé, les dimensions de ce dernier sont 4mm sur lOmm. 
La composition des deux derniers régimes est consignée au tableau 5. 

Tableau 5 : La composition de l'aliment granulé et celui broyé. 

------
Les composants de l'aliment 

Granulé Broyé 
- Tourteau de soja - Mais 

- Mais - Tourteau de soja 

- Grignon d'olive - Phosphate bicalcique 

- Son de blé dur - C. M. V 

- C.N.V - Calcaire 

- Mélasse - Son gros 

- Sel 
~-
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Matériel et méthodes 

II. 1.4. Le lai t: 

Pour la préparation de probiotique, on a utili sé un lait écrémé de provenance 
laite1ie IGILAIT. 

II.1.5. Les milieux de culture et réactif: 

Pour pouvoir être cultivées, isolées puis identifiées ; les bactéries nécessitent 
des milieux de culture adéquats. Au cours de notre expérimentation on a utilisé les 
milieux suivants : 

«l Bouillon nutritif, pour l'enrichissement des entérobactéries. 
ci Gélose Hektoen, pour la culture des entérobactéries. 
e Gélose VRBG (Gélose biliée au cristal violet et au rouge neutre) pour 

l ' isolement et le dénombrement des entérobactéri es . 
· · . s._ .Gélose M l 7 et g&lose Jv1RS pour la culture des streptocoques et lactobaci11es 

lactiques et pour leur dénombrement. 
111 Bouillon MRS, pour la culture de Lactobaci!lm plantarum . 
ci L'eau distillée, pour la préparation des dilutions. 
~ Milieu Moeller ODC, LDC et ADH. 
f;I Les milieux : TSI, citrate de Simmons, Mannitol mobilité, urée indole. 

MEVAG sans sucres, Clark et Lubs et l'eau peptonée exempte d'indole. 
• Les réactifs VP1 (Solution alcoolique de a-naphtol) et VPn (solution aqueuse 

cle soude 16%) 
e Le réactif de KOVACS . 
" Le rouge de méthyle. 
o L'eau oxygénée. 
QI Disque ONPG 

II.1.6. Produits chimiques : 

Pom chaque test, on a utilisé les produits correspondants : 

)> Col orations de Gram : -Violet de Gentiane. 
-Lugol 
- Alcool acétone 
-Fuschine 

,. Déte rmination de l'acidité : -Phénol phtaléine 1 % 
-La soude doronic 9N. 

:Y Ajustement de pH : -NaOH 3M 

II.1.7. Aut re matéïiel: 

Parmi le matériel utilisé au cours de cette étude, nous citons le suivant : Bain 
inaiie, centri.fügei..lse, ph mertrc, burette, agirn.teur, b;-: l~u:ce, autoclaT1e, éiuve 3'/ 0 C. 
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11.2. Méthodes. 

11.2.1. Isolement et identification des entérobactéries à partir de caecum de 
lapin. 

TI.2.1.1. Abattage du lapin et prélèvement des échantillons: 

Un lapin est abattu par saignée directe, pui s on a récupéré l ' échantillon global 
représenté par le caecum du lapin . Les échantill ons élémentaires ont été prélevés à 
partir de tro is endroits différents de caecum . 

Il .2.1.2. E nrichissement et ensemencement : 

Les trois prélèvements sont incubés sur bouillon nutritif durant 24 h à une 
température de 3 7 °C. Une série de dilution a été entreprise à partir des cultures 

-d·'e-michissement (10·7
) . L ' isolement a été pratiqué sur HEKTOEN par étalement de 

quelques gouttes des dilutions les plus faibles (10·5 à l o-7)_ Les boites de Pétri sont 
incubées à 37 °C / 24 h [12]. 

II.2.1.3. Purification et indentification. 

Il.2.1.3.1. Purification: 

A partir des boites déjà incubées, on cible des colonies bien distinctes et on 
repique sur le bouillon nutritif. Après une incubation à 37 °C, 14 boites de gélose 
HEKTOEN sont ensemencées par strie à partir des 14 cultures de bouillon nutritif. Si 
les colonies apparaissons homogènes (couleur, forme et taille) après les 24 h 
d ' incubations on anête la purifi cation [23]. 

TT.2.1.3.2. Tests d 'indentifica tion. 

Chaque culture pure a été soumise aux tests d ' identification [23] : 

A. Coloration de GRA M : 

Elle permet d'identifier les Gram+ et les Gram- en examinant le frottis au 
microscope. Les bactéries qui retiennent le violet de gentiane après le Lugol, l ' alcool 
et la Fuschine sont dites Gram+ . 
Les souches ont été soumises à la coloration de Gram dont la technique est la 
suivante : 

• On étale une Ose de culture sur une lame; 
• On fixe par la chaleur par passage répété sur la flamme ; 
• On inonde le frottis par 1a so1ution de violet de gentiane et on laisse agir l 

minute : 
• On ajoute le mordan t (Lugo!) et on lai sse agir pendant w1e minute ; 
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• Décoloration de l'étalem ent bactérien par l' alcool acétone jusqu à ce que ce 
dernier soit incolore ; 

• Lavage à l 'eau courant ; 
• La recolorarion de la préparation par la Fuschine diluée pendant 1 minute ; 
• Rinçage abondamment, séchage et observation à jmrnersion à l ' objectif 100. 

B. Tests physiologiques et biochimiques. 

1. Recherche d'une catalase: 

Sur une lame de verre, on a déposé une goutte d ' H202 puis on a ajouté une ose 
de culture à étudier. Un dégagement de bulles d ' oxygène indique la présence d'une 
catalase. 

2. Métabolisme des protéines et des acides aminés. 

a. Recherche de \'uréase et la mise en évidence de la production d ' indole: 

Certains germes élaborent une uréase extrêmement active, et peuvent utiliser 
l'urée comme seul source d'azote en produisant du C02 et NH3. 

CO (NH2)2 +HOH COOH- NH2 + NH3 C02 + NH3 

A partir de chaque milieu gélosé contenant la culture pme, on ensemence le 
milieu urée- indole par la culture bactérienne et on incube à 37 °C / 6 h. 

Le virage de l'indicateur de pH au rouge et l'alcalinisation du milieu témoigne 
de la présence d'une uréase. Par suite, on ajoute 3 gouttes du réactif de Kovacs le 
longe des parois du tube, on homogénéise et on laisse reposer, la présence d'indole est 
indiquée par la fonnation d'un anneau rouge en swface. 

b: Recherche de la lysine-décarboxylase (LDC): 

Certaines bactéries possèdent une décarboxylase qui agit sur un acide aminé 
particulier ; la Lysine, en produisant la Cadaverine qui réagit avec la Ninhydrine en 
donnant u11 e colorati on violette . 

NHr(CH2\1- CH-COOH 
1 

NH2 
Lysine 

(LDC) 
7 NHr( CH2)s-NH2+C0 2 

Cadaverine 

On ensemence le milieu Moeller enrichi à la lysine par une ose de culture et 
on incube à 3 7 °C/24 h. La présence d'une LDC se traduit par une coloration violette. 
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c. Recherche de l'ornithine- décarboxylase: 

La décarboxylation de l ' ornithine conduit a la formation du putrescine et la 
libération du C02. 

(ODC) 
NHr(CH2)r fH-COOH NHr(CH2)4-NH2+C02 

NH2 

Ornithine Putrescine 

On ensemence le milieu Moeller enrichi avec de l'ornithine par la culture du 
germe à tester et on l'incube à 3 7 °C /24 h. 

Le virage de la couleur au violet, témoigne la présence d ' une ODC (la réaction 
est positive) en revanches le virage de la couleur au jaune témoigne de l'absence de 
LDC (la réaction est négative) c'est-à dire la milieu est acide . 
. . ~ ··-
d. Recherche de l'arginine- dihyrolase: 

L'arginine est décarboxylé en agmatine, puis hydrolysé en putrescine. On 
ensemence le milieu MOELLER enrichi avec de l'arginine par une culture fraîche et 
on le porte à l'étuve à 37 °C/24 h. 

L'apparition d'une couleur violette témoigne de la présence d'une ADH. 

3. Utilisation du Citrate de Simmons : 

La présence de citrate pennéase chez les bactéries permet d'utiliser le citrate 
comme seule somce de carbone . Cela entraîne l'alcalinisation du milieu de culture qui 
est révélée par le virage de l'indicateur coloré du veri au bleu . 

On ensemence le milieu citrate de SIMMONS en surlace par des stries 
longitudinales. Les tubes sont en suite incubés à 37 °C/24 h. La croissance 
bactérienne s'accompagnant avec le virage de la couleur du vert au bleu indique la 
présence d'w1e citrate - pennéase. 

4. Métabolisme glucidique. 

a. Attaque du mannitol (Mannitol- mobilité) : 

Le Milieu Mannitol-Mobilité permet d'étudier, la dégradation du mannitol et la 
mobilité des germes . 

On ensemence les tubes du milieu Mannitol -mobilité par piqûre centrale avec 
les souches à tester et on les incubé à 37 °C/24 h. 

La dégradation du mannitol se traduit par virage du milieu au jaune. Dans le 
cas contraire, le Milieu garde sa couleur initiale. 

Les gennes mobiles diffusent à partir de la strie d'ensemencement en créant un 
trouble du milieu . Les bactéries immobiles cultivent seulement le long de la strie 
d 'ensemencement . 
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b. Fermentation des sucres sur milieu TSI: 

Le milieu TSJ est un milieu complexe, qui pennet la mise en évidence de 
plusieurs enzymes qui sont responsables de la dégradation du glucose, du lactose et 
des acides aminées soufrés . 

Le milieu est ensemencé par piqûre centrale dans le culot, suivi par des stries 
superficielles sur la pente du milieu, après incubation à 3 7 °C/24h, on fait la lecture : 

• Glucose fermenté : culot vire au jaune 
o Production de gaz, se traduit par la formation de bulles de gaz dans 

la masse du milieu et contre les parois, ou une poche gazeuse 
repoussant la totalité du milieu vers le haut. 

ci Lactose fermenté : la pente vire au _j aune. 
a Les peptones et les acides amines sont dé gradés : la pente vire au 

rouge. 
• Production du sulfure d'hydrogène (H2S) au dépens des acides 

amines à radical soufre : la pente et le culot sont noirs. 

5. Recherche d'une B-galatosidase (ONPG) : 

Pour que le lactose soit attaqué par une bactérie, il faut qu'il pénètre dans 
la cellule microbienne. Cette pénétration va dépendre d'une enzyme lactose 
pe1méase et une autre enzyme intracellulaire B-galatosidase catalysant la 
scission du lactose et galactose au niveau de la liaison B-galactoside. 

0.5 ml d'eau physiologique est ensemencé par la suspension dense d'une 
culture bactérienne. Après, on ajoute le disque ONPG et on incube à 
3 7 °C / 24 h . 

La solution devient jaune si la bactérie possède une B-galatosidase. 

6. Rech erche de dérivés de l'acide pyruvique sur mil ieu C lar k et Lubs: 

Le but de ce test est de détecter la production d'acétoine à paitir de la 
f~nn~ntation du glucose. Ce métabolisme glucidique est mi\évidence par deux 
reactions : e ri 

a. Réaction au rouge de méthyle (RM) : 

La réaction au rouge de méthyle pennet de caracté1iser la fermentation 
acide mixte . Que se soit en aérobiose ou en anaérobiose, on obtient à partir de 
l'acide pyruvique des acides orgaiuques à comte chaîne. Lorsqu ' ils sont produits, 
ces acides organiques maintiennent le pH de la culture à un degré suffisamment 
bas pour· que le rouge de méthyle garde sa coloration rouge (pH inférieur à~) . 
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On ensemence 5 ml du milieu de Clark et Lubs. L'incubation se fait à 
37 °C. Après deux jours d'incubation , on prélève 2 ml du milieu, puis on ajoute 
deux gouttes d ' une solution de rouge de méthyle : 

La réaction positi ve : coloration rouge, le milieu est acide avec un pH~ 
La réaction négative : coloration jaune, le milieu alcalin et le pH> 7. 

b. Réaction de Voges-Proskauer (VP) : 

La réaction de Voges-Proskauer permet de révéler la présence d'acétyl
rnéthy l-carbinol ou J'acéto ine qui est un corp s in te m1 édiaire dan s la fo rmation du 
buty lène glycol (2,3 - butène-di ol). 

On ajoute 0,5 ml du réactif VP 1 (a -naphtol à6% dans l'alcool absolu) et 
0,5 ml du réactif VPn (une solution de potasse à 15%d'eau distille) au 3 nù de la 
cuhurç_sur milieu Clark et Lubs . 

Les tubes sont agités énergiquement et laissés 15 mn au maximum à 
température ambiante. La présence de l'acétoine se traduit par la formation d'un 
anneau en surface. 

7. Profil fermentaire des sucres : 

Le test permet d'apprécier la capacité des souches à fermenter quelques 
sucres (Inositol, Mannose, Glucose) . Ce test est réalise sur milieu MEVAG 
(milieu d'étude de la voie d'attaque des glucides) dans les tubes à essai . Pour 
réaliser ce test, on a ajouté au milieu fondu et refroidi à 3 7°C quelques gouttes (5 
gouttés) de sucres à tester, on homogénéise puis on ensemence nos souches 
bactériennes . 

Après incubation à 3 7 °C/24 h, tous les tubes dont la couleur vire vers le 
jaune sont considérés comme positif. 

11.2.2. Etude des interactions bactériennes : 

Afin d'étudier les interactions entre les bactéries lactiques et Le s 
entérobactéries isolées de caecum du lapin on a utilisé la méthode de Fleming et 
al. [ 19] dont les étapes sont les suivantes : 

• La gélose MRS est coulée dans des boites de Pétri stériles et laissée prendre en 
masse. 

• 50 µ1 du bou11lon MRS contenant ~ la bactérie lactique est étalé à la surface 
de la gélose MRS et laissé sécher ; 

• Chaque disque de papi er vYhatrnan stérile (de 05 mm de diamètre) est imbibé 
par 20 µI d ' une souche entérobactéries et déposé sur la gélose déjà 
ensemencee : 

• Les boites de Pétri sont incubées à 3 7 °C pendant 24 h ; 
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• On mesure les diamètres des zones d'inhibition . 

II.2.3. Etude de l'effet des surnageants sur les entérobactéries. 

II.2.3.1. Technique de récupération du surnageant : 

Avant le test, nous avons cultivé L. plantarum sur bouillon MRS, puis la culture est 
centrifugée à froid ( 12400 r / mn / 10 mn à + 4 °C). 
La moitié du surnageant est neutralisé par du NaOH 3 Met on l' a filtré sur papier filtre 
stérile de 0.22 µI [5]. 

II.2.3.2. Technique : 

Afin de mettre en évidence l'effet de filtrat de culture sur les entérobacté1ies, on 
applique la technique des puits [3], qui se résume en : 

• Après avoir couler et solidifier la gélose VRBG, on ensemence chaque 
souche entérobactérie par inondation, le surplus de l'inoculum est 
récupéré. La gélose est séchée à l'étuve ; 

• On dépose le surnageant dans des puits déjà confectionnés sur cette 
gélose ; 

• Les boites sont incubées à 3 7 °C pendant 24 h. 
• La lecture se fait par mesure de zones .d'inhibition autour des puits. 
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II. 2. 4. Etude de l'effet du régime alimentaire sur la survie de L. plantarum 
dans le tube digestif du lapin. 

II. 2. 4. 1. Préparation du lapin : 

Pour l'étude «in vivo», on a utilisé 15 lapereaux, males et femelles. Ces 
derniers ont été répartis en trois lots selon le régime alimentaire : l'herbe verte, 
l'aliment granulé et l'aliment broyé. 
L'étude a été effectuée dans une animalerie bien nettoyée et bien éclairée. 

Herbe verte Aliment granulé Aliment broyé 

Figure 1 : Répartition des lapins selon le régime alimentaire. 

II. 2. 4. 2. Préparation des laits fermentés : 

Le probiotique a été administré aux lapins sous forme de lait fermenté. 
Pour la préparation de ce dernier, on a utilisé le protocole suivant : 

Lait écrémé 24 g +2 g de saccharose +200 ml de l'eau distillée 

Stérilisation à ,J °C pendant 10 mn 

1 
Refroidissement à la température de 3 7 °C 

l 
Ensemencement de lait par le levain lactique 

Lactobacillus plantarum « BJ0021 » 

+ 
Incubation à 3 7 °C jusqu'à la coagulation 

Après incubation, on mesure le pH et l'acidité et on dénombre L. plantarum dans 
le produit fini 
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a- M esure du pH : 

Pour la mesure de pH du produit fini, nous avons utilisé un pH mètre, en 
plongeant l'électrode dans la prise d'essai, le résultat est enregistré directement sur 
l'écran [ 17) . 

b- Mesure de l'acidité : 

L'acidité est déterminée par titration d'un échantillon de 10 ml de lait fermenté 
par la soude doronic (N/9) en présence de 5 gouttes d'indicateur de couleur, la 
phénophtaléine jusqu'à virage de la couleur au rose pâle [ 17). 

Acidité 0 D = VNaOH X 10. 
VNaOH =Volume de la soude domic utilisé . 

c- Dénombremen t de la flore lactique: 

Il s'agit d'u11 dénombrement en surface dw milieu MRS . On a ensemencé 
la gélose MRS coulée et refroidie, par lml de la dilution 10-8

, l 'inoculum est 
étalé par un râteau stérile. Le dénombrement est réalisé après 24 h d'incubation à 
37 °C. 

II. 2. 4. 3. Administration du probiotique: 

L'administration de probiotique Lactobacillus plantalïlm « BJ0021 » est 
réalisée deux fois par jour à 9h et à 14 h par voie orale "per-os" (figure3) à 
raison de 2.0 ml /tête /jours pour l'ensemble des sujets. Chaque ml du lait 
fermenté contient 34,4 x 109 cellules de L. plantalïlm. 
La supplantation est aITêtée au ème jour pour les sujets de chaque lot. 

Figure 2 : La voie d'administration du probiotique. 
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Les effets du probiotique sur la composition de la flore endogène sont 
paradoxalement assez mal connus si l'on excepte la survie du probiotiques lui-même. 

II. 2. 4. 4. Evaluation de la survie du probiotique dans le tube digestif d"lapin. 

a. Dénombrement de L. plantarum : 

Après sacrifice d'un lapin de chaque lot par saignée directe, on a fait des 
prélèvements à partir de l ' estomac, du caecum, de ! ' intestin grêle et de la matière 
fécale . 

De chaque échantillon, on pèse 4 g que l'on broi e et homogénéise dans 40ml 
d'eau distillée stérile . A partir des solutions mères dé_j à préparées sur eau distillée 
stérile, on réalise des dilutions décimales jusqu' à 10-7 après une filtTation sur papier 
filtre stérile. 

Sur la gélose MRS coulée et solidifiée, on étale lml de la dilution 10-7 par 
râteau stérile. Le dénombrement de la flore lactique est réalisé après incubation à 
37 °C pendant 24 h [14]. 

b. Dénombrement des entérobactéries de la matière fécale : 

Un échantillon de 4g de la matière fécale est récupéré du dernier segment 
intestinal de tractus digestif du lapin. Après le broyage et l'homogénéisation dans 
40ml d ' eau distillée stérile, on réalise les dilutions décimales jusqu'à 10-7

. 

On introduit au fond de chaque boite de pétri 1 ml de la dilution 10-7
, puis on 

coule la gélose VRBG fondue et refroidie à 4 7 °C, on mélange et on laisse prendre en 
masse. Après incubation 24 h à 37 °C, on dénombre les colonies typiques des 
entérobactéries . 

Tl.2.S. T raitement statistique: 

Les résultats obtenus avec la partie «in vivo» ont fait l ' objet d ' un traitement 
statistique par une analyse de variance dont le dispositif est le monofactoriel en 
randomisation total. Le facteur étudier est le régime alimentaire et le facteur contrôler 
est la durée de l'administration du probiotique . 
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IU. 1. Isolement et identification des entérobactéries à partir du caecum 
du lapin. 

Ill. 1.1. Purification et identification : 

La purification des souches isolées à partir du tube digestif du lapin, nous a 
permis d'obtenir une collection de 14 souches pures dont l'observation 
macroscopique révèle la présence des colonies de même taille, même forme et même 
couleur. 

L'examen microscopique des préparations soumises à la coloration de GRAM 
nous a permis de distinguer des formes bâtonnets coccobacillaire de couleur rose. 

III. 1.2. Tests d'identification biochimique : 

Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau 4. D'après les résultats 
répertmi es dans ce tableau, il apparaît que ce profil coïncident à ceux des 

-entérobactéries. 

Ainsi la coloration de Gram a montré que les souches sont à GRAl\tf négatif, de 
fonne coccobacille, ces dernières n 'ont pas pour la majorité le pouvoir de dégrader le 
tryptophane avec production de l'Indole. Elles disposent d'un complexe enzymatique 
actif vis-à-vis de la dégradation (hydrolyse et décarboxylase) del ' Arginine, la Lysine 
et l 'Omithine. 

Elles sont mobiles, et produisent du gaz à partir du lactose, cependant elles ont 
une défaillance enzymatique vis-à-vis de l'utilisation d'urée et l'utilisation de citrate. 
Il est à noter qu'il y à une variabilité entre les souches isolées, ainsi, seule la souche 
Enterobacter spp codée 1 a }'habilité d'utiliser l'inositol. Autres variabilités ont été 
notées à l ' égard du mannose et du lactose. 

Figure3: Profil d'identification d'E. coli (So'-'c~e 12. \ 
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D'après les profils biochimiques on a identifié le suivant: 

• 4 Souches du genre Citrobacter. 
• 3 Souches du genre Enterobacter. 
• 2 Souches du genre EschehcMa. 
• 2 Souches du genre Hafnia. 
• 1 Souche du genre Erwinia. 
• 1 Souche du genre Proteus. 
e 1 Souche du genre Shige!la. 

Résultats et discussion 

En effet, la répartition des souches à identifier montre la dominance du genre 
Citrohacter à raison de 21 %. le reste est reparti entre les genres Escherichia et 
Ha.fi?ia de 14% et les genres Frll'inia, Proteus, Shigel!a à ra ison de 7%. 
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Figure 4 : Répartition des souches isolées. 

D'après les résultats obtenus, on déduit que la flore dominante de cette 
collection est constituée de coliformes avec un pourcentage de 64,29 %. Cette 
dominance a une relation avec les conditions écologiques de cette flore 
caractéristique du tube digestif humain et animal. 

III.2. Interactions bactériennes. 

Le tableau 7 représente les résultas obtenus concernant les interactions entre 
le probiotique l. plantanJm et les souches d'entérobactéries . 
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Résultats et discussion 

T ableau 7: Résultats des interactions entre le probiotique et les 
cntérobactéries. 

Souches Code Test Diamètre des zones d'inhibitions mm 
Enterobacter spp 1 + 2 

Enterobacter spp 2 1 + 3 
Citrobacter spp 

,.., 
+ 2 .) 

Citrobacter spp 4 + 4 

Enterobacter spp 5 + 2 
Eri1 1;n;a spp 6 - 0 
Hafnia spp 7 - 0 
Citrobacter sp_E 8 + 1 
Citrobacter spp 9 + 3 
Hafnia spp 10 - 0 
Proteus spp 11 + 3 
Efrh'erichia co/i 12 + 4 

Cscherichia co/i 13 + 2 1 

~Shig_ella s212 14 1 + 3 

L'interaction entre la souche lactobaôllus plantarnm « BJ0021 » et les 
entérobactéries sur milieu solide est représente par deux phénomènes majeurs : 

• Une symbiose qui se traduit par la stimulation de deux souches différentes 
cultivées ensemble, c'est la vie symbiotique qui unie entre la souche lactique 
L. plantarum « BJ002 I » ensemencé en masse et les souches appartenants 
aux genres Ha/nia et Erwinia. 

• Une inhibition des deux souches différentes lorsque l 'une est mise en contact 
avec l'autre, ce phénomène est observé entre la souche lactique L. plantarnm 
ensemencée en masse et les souches appai1enants aux gemes Citrobacter, 
Escherichia, Proteus et Shigella ensemencées en touche. Ces dernières sont 
inhibées par la souche lactique avec des diamètres allant de 1 à 4 rnrn, de ce 
fait notre probiotique exerce un pouvoir antagoniste très remarquable vis-à
vi s de la majorité des souches isolées . 
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1 

2 

- .. ' ·-

1 : Souche Citrobacter spp 2 : Souche Eschericflia coli 

Figure 5 : Les caractéristiques antagonistes de L. plantarum. 

Les plus larges zones d'inhibitions sont obtenues avec les souches 4 et 12 qui 
correspondent à Citrobacter (0,4 cm) et à E. colt (0,4 cm), cela est intimement lié à 
! ' antagonisme exercé par notre souche probiotique. 

D'après les résultats obtenus, on déduit que L. plantarum exerce un effet sur 
les entérobactéries que se soit symbiotique ou inhibiteur. 

Ces deux interactions s ' expliquent par : 

• La production des substances qui confèrent à nos souches des 
aptitudes antagonistes, il s'agit de bactériocines et d'antibiotiques 
probables [25]. 
L'effet de pH et les acides, notamment l ' acide lactique qui confèrent 
aux bactéries lactiques un pouvoir antagoniste envers les bactéries 
Gram négatif aussi bien que Gram positif [ 43]. Par ailleurs, la 
principale modification des conditions physico-chimiques du milieu 
responsable de phénomènes d'inhibition est très certainement le 
gradient de protons du à la production d' acide lactique. Ainsi, une 
bonne acidification lactique, entrâme une inhibition de la croissance 
de E. coli et des Salmonella. Si le pH n'est pas maintenu constant, 

(.'ut ~ 
1 

~~ k) 0 + ~· to.t i.:. t· b~t~ [-<- 41 · 
29 
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\9 La compétition vis-à-vis du substrat : lorsque plusieurs souches sont 
mises en culture dans un même milieu, elle entrent nécessairement en 
compétition, si elles utilisent la même substrat [27]. 

Nos résultats sont en accord avec ce de Stiles [55] , qui montre que de 
nombreuses souches de Leuconostac présentent des activités antagoniste, de même 
Hennier et al. [24], rapportent que les bactéries lactiques ont un rôle fondamental 
dans ! ' inhibition des flores non lactiques. 

En outre Daesche [ 16], rapporte que les bactéries lactiques sont connues et 
utilisées pom les influences antagonistes qu 'elles développent. Elles sont dues aux 
métabolites excrétés, acide lactique et autres acides organiques, di.acétyle, peroxyde 
d 'hydrogène et surtout antibiotiques et bactériocines. 

Ill. 3. Effet des surnageants de f ,. plantanrm sur les entérobactéries. 

Les résultats obtenus sont représentés dan s le tableau 8. Ces résultats 
illustrent la sensibilité totale des entérobactéries vis-à-vis des métabolites de la 
souche lactique . 

Tableau 8 : Effet du surnageant natif sur les entérobactéries. 

Souches Code Test Diamètre des zones d'inhibitions 
mm 

Enterobacter spp 1 + 1 

Enterobacter spp 2 + 2 
Citrobacter spp 3 + 4 
Citrobacter spp 4 1 5 -r 

Enterobacter spp 5 + ' 5 
Erwinia spp 6 + 9 
Hafnia spp 7 + 3 
Citrobacter spp 8 + 5 
Cirrobacrer spp 9 + s 1 

_Hafnia S.QQ_ 1 10 + s 
,_Proteus s2p 

1 
1.l -+· 14 1 i 1 

Escherichia coli 1 12 + 12 
Eschehchia cn/i 1 13 + 7 1 

Shigella spp 14 + 3 
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.. . .. 

Figure 6 : Effet du surnageant natif sur E. colt (souche 12) . . 

Les résultats montrent que le surnageant natif de L. plantarum inhibe les 
entérobactéries avec un pourcentage de 100 %. Le diamètre d'inhibition vari entre 1 
mm et 14 mm, les plus larges zones d'inhibition sont obtenus avec les souches 
Erwinia 6 (9 mm), E. coli12 (12 mm) et Proteus 11 (14 mm). La figure 7 montre 
l'effet du surnageant natif sur E.coli 12. 

Ces résultats sont liés à l'action des métabolites de la bactérie lactique à 
savoir l'acide lactique, les acides organique, le perm-.. 'Yde d'hydrogène et 
probablement les bactériocines et ou antibiotiques, sur les souches testées. 

Les résultats de notre étude sont en accord avec plusieurs données 
bibliographiques. Klaenhammert [32] et Schillinger [53], confirment que la 
production de substances antimicrobienne, de type bactériocine est capable 
d'inhiber les germes fréquemment responsables d'infections en élevage, de même 
Vanderberg [57], rapporte que certains produits du métabolisme des bactéries 
lactiques, acide lactique et bactériocines, ont des propriétés antimicrobiennes et 
peuvent inhiber la croissance de certains pathogènes. 

Reinheimeimer et al [48], montrent que la production d'acide organiques tels 
que l'acide lactique ou l'acide acétique limite la croissance de plusieurs germes, en 
abaissant le pH. 
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Par ailleurs, nos résultats vont et ceux de Kacem et al [30] , qui ont trouvé 
que le surnageant natif de L plantamm OL 1 S avait une activité inhibitrice envers 
des souches à Gram négatif. 

Pour éliminer l' effet de l'acide lactique et d ' autres acides organiques et afin de 
mettre en évidence la substance inhibitrice qui peut avoir une activité sur les 
entérobactéries, on a ajusté le pH du surnageant à pH=7 . 

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 9. 

Tableau 9 ; Effet du surnageant pH 7 sur les cntérobactéries. 

Souches Code Test Diamètre des zones d'inhibitions mm 
Enterobacter spp l + 2 

F nte m hac te '._~p_p ____ 2 + 4 
· · CHrobacter SEE ..., + 4 .) 

' 

Citrobacter 3J__Q ___ 4 + 1 
Emerobacter spp 5 + 5 
Erwinia spp 6 + 2 
Hafnia spp 7 1 l T 

Citrobacter spp 8 + 2 
Citrobacter sp_p_ 9 + 2 
Hafnia spp 10 + 1 
Proteus spp 11 + 

.., 

.) 

Escherichia coli 12 + 3 
Escherichia colt 13 + 1 
Shize/la spp 14 + 2 

L'étude de l ' effet du surnageant après l ' ajustement du pH sur les 
entérobactéries, montre que l'inhibition persiste ce qui indique que l'acide lactique 
n 1 était pas le seul facteur à agir sur les souches de la collection mais d'autres 
substances irùlibit:Iices interviennent aussi . Parmi ces substances probables, les 
bactériocines et 1 'H20 2 (Figure 6). 

D'après les résultats obtenus, on constate que le slll11ageant pH 7 inhibe la 
totalité des entérobactéries, avec des diamètres d ' inhibition compris entre 1 et 
5 mm. Comparativement aux résultats de l'effet surnageant natif, il apparait que ces 
zones d'inhibition sont moins importantes et qu'il y à une perte de l'activité du 
surnageant. 

Schaak et Mmth [ 51 ], Leveau et al [38], rapportent que les bactéries lactiques 
sont connus et utilisées par les influences antagonistes qu'elles développent. Elles 
sont dues aux métabolites excrétés, l'acide lactique n ' est pas seules à agir mais les 
antibiotiques et les bactériocines dotées d'un spectre d'action le sont aussi. 
Pucci et al [47] , rapportent que l ' action de bactériocine se traduit par une 
diminution brutale de la viabilité de la population bactérienne après un contact de 
quelques minutes entre la bactériocine et la souche sensible . 
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Résultats et discussion 

111.4. I nfluence du régime alimentaire sur la survie de L plantarum dans le tube 
digestif du lapin. 

Il I.4.1. Survie dans l'estomac : 

Après ladaptation des lapins aux. régimes alimentaires pendant 7 jours, on a 
commence a administré la souche probiotique. A 1 l , 13 , 15 et J7 un sujet de chaque 
lot a été abattu par saigné directe. Après l'arrêt de l ' administration du probiotique, 
on dénombre à J7 et 19. Les résultats de la numération de L. plantarum « BJ0021 » 
dans l'estomac sont représentés dans le tableau 9 et illustrés par la figure 8. 

Ces résultats montrent une variation hautement significative (P<0.01) de 
nombre de la souche lactique L. plantarum « B1002 I » en fonction du temps et en 
fonction de régime alimentaire. 

· ·· - _.Le nombre de !,. plantantm après 24h de l ' admini stration est 184 x 107
, 

96 .107 et 204 .107 cellule/ml de contenu de l'estomac correspond respectivement 
aux lot 1 (Herbe), lot 2 (aliment granule) et lot3 (aliment broyé). 

Ce nombre a augmente significativement (P<0.05 ) de plus de 728 .107 

cellule/ml , plus de 172.107 cellule/g et de plus de 168.107 cellule/ g au profit de des 
anjmaux du 1otl , lot2 et lot3 respectivement après 96 h. cela est probablement, liée 
a un facteur hiérarchisé, non contrôlable qui agit en faveur de la protection de ces 
bactéries vis-à-vis de l'agression par les acides gastrique, c'est le pouvoir tampon 
des aliments composants le régime alimentaire du lapin . 

Il apparaît clairement que la meilleure survie du probiotique est notée chez 
les animaux alimentés par l'herbe verte et l'aliment broyé, cela dit il est fort 
probable que le nombre trouvé de lactobacille dans l ' estomac des lapins 
consommant de l'herbe verte soit la somme de L. plantanim et autre 
lactobaôllus .ssp apporté par cet aliment. 

De même, on pense que l'aliment broyé fourni une sorte de protection de la 
bactérie lactique lorsqu ' il y à homogénéisation par les mouvements relatif à la 
mot:Iicité gastrique . En revanche, avec l'aliment granulé, la bactérie lactique reste 
exposer à l'agressivité de l'acide chlorhydrique stom acal et aux autres facteurs 
hos til es. 

Après l'anêt de l'administration de probiotique, le nombre de cellules de 
/,. plantarum « BJ002 l » diminue a des valeurs très basses pour atteindre 
respectivement l. G. 107

, 0,6. 107 et 0,2 . 107 cellul e/ml de jus gastrique en fin de 
l' expérimentation. 

Ces résultats montrent qu'il faut un app011 pem1anant de la souche lactique. 
Jin et al ·[26] montTent que généralement les souches de lactobacilles ont une faible 

résistance à pH 1,0 et 2,0 et une résistance modérée à pH 3, 1. 
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Tableau 10: Evolution du nombre de L. plantarum dans l'estomac. 

L'herbe 
J1 184 
J3 816 
-· 
JS 912 -
SS 

>------

J7 16 
J9 1,6 

SS : Signification statistique. 
1000 

900 

-.... 0 800 ::::.. 
... : ·-... 

N 700 -0 
0 

~ 600 
E 
:::i ... 
J!l 500 c: 
Cii o.. 

400 ...i 
Ql 

'C 
300 Ql ... 
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E 200 0 z 

3 

1gure votutwn 

L. plantarum : n. 107 cellule/ g 
Aliment granulé Aliment broyé 

96 
117 
268 
* * 
16 
0,6 

* * : Hautement significatif 

5 

204 
224 
372 

8 
0,2 

-+-l'herbe 
- • - Aliment granulé 

Aliment broyé 

----- Arrét de 
l'administration 

estomac au tapm. 

III.4.2. Survie dans l'intestin grêle : 

L'intestin grêle est une autre barrière physiologique de tube digestif du lapin 
au passage de bactéries lactique. Les résultats de la numération de L. plantarum 
« BJ0021 » dans l'intestin grêle sont représentés dans le tableau 10 et illustrés par la 
figure 9. 

Apres 48 h, le nombre de cellule de L. plantanrm « BJ0021 » augmente 
significativement (P<0.05) en fonction du temps et reste important dans contenu de 
l' intestin grêle avec les trois régimes alimentaires . 

Au cinquième jour de l' administration du lait fennenté aux lapins, le nombre 
de L. plantarum « BJ0021 » a été trouvé à des concentrations très élevées 1,68.109

, 

1,1r.109 et2.ta.109 cellule/g du contenu de l'intestin grêle des animaux alimentés 
respectivement par l'herbe verte, l'aliment granulé et l' aliment broyé. 
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Cependant, il est évident d'après les résul tats obtenus que la meilleure survie 
es t ohtcnuc avec l' ut ili sa tion du régime alimentaire com r osé d' ali ments broyés dont 
la différence de survie était hautement significative (P<O.O 1) comparativement aux 
reste des régimes alimentaires. 

Une persistance importante de L. plantarum « BJ0021 » au niveaux de 
l' intestin grêle est enregistrée_ malgré la présence d'une quantité de la bile, cela est 
explique par l'effet tampon du lait fermente . 

Après l'arrêt de l'administration de lait fermenté, le nombre de cellule de 
l. plantarum « BJ0021 » diminue mais reste supérieur à 108 cellules / g de contenu 
de l'intestin grêle. 

On note qu'il y a une survie des bactéries lactiques dans l'intestin grêle, ce 
qui confirme que l. plantarum « BJ0021 » a la capacité de résister aux conditions 

-h-0sti.l~ de ce segment intestinal , donc la souche peut traverser l'intestin grêle_ 

Tableau t 1 : Evolution du nombre de L. p!antarum dans l'intestin grêle. 

~ Herbe verte 
L. plantarum IO ' cellule/ g 
Aliment 2ranulé Aliment broyé 

Jl 126 288 312 

J3 345 110 320 
15 168 177 220 
SS * * 
J7 54 90 121 
19 5,2 8,4 20,4 

J : Jours 
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Figure 8 : Evolution du nombre de L. plantarum dans l'intestin grêle. 

III.4.3. Survie dans le Caecum : 

Les résultats de la numération de nombre de cellules de L. plantarum 
« BJ0021 » sont représentes dans le tableau 11 et illustrés par la figure 10. 

Après 24 h de l' administration de lait fermenté, le nombre de cellule de la 
souche lactique étant de 3,20. 109

, 2. 109 et 3, 78.109 cellule/g du contenu de caecum 
des animaux recevant les régimes respectifs : herbe verte, aliment granulé et aliment 
broyé. 

Après 96 h, ce nombre a augmenté significativement (P<0.01) de plus de 
2 .109

, 2, 16.109 et 0,50.109 cellule/g de contenu de caecum des lapins à régimes 
herbe verte, aliment granulé et aliment broyé respectivement. 

Malgré la présence de diverses bactéries résidantes dans le caecum, donc 
adaptées à des conditions écologiques spécifiques, la souche lactique a la capacité 
de survivre et d'interagir avec cette flore dont les résultats de la numération en 
témoignent. 

Il est à noter qu'au cinquième jour, les sujets du lot recevant de l'herbe verte 
se détachent et fo1me un groupe distinct (P<0.01), de ce fait ce régime alimentaire 
est le plus adapté à maintenir une survie maximale au sein du caecum de l'animal. 

Ces résultats sont en accord avec ce qu'on a trouvé in vitro et qui détermine 
)'effet inhibiteur de L. plantarum vis-à-vis d'une des flores du caecum, les 
entérobactéries . 

Après l' arrêt d' administration de lait fermenté, on note un chute de nombre 
de cellule de L. plantarum à des valeurs 0,275.108

, 0, 125.108 et 0, 75.107 cellule /g 
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du contenu caecal des lapins du lotl, lot2 et lot3 respectivement. Par comparaison 
des résultats, on trouve qu ' il y a une perte de deux Log 10 en nombre de cellule 
après l'anêt de l'administration du probiotique. Cette chute est due à l' absence d'un 
apport exogène de la souche lactique. 

D'après les résultats trouvés, notre souche présente des propriétés 
probiotiques chez 01yctolagus cuniculus. Khuntia et Chaudhary [31] , ont trouvé 
que L. plantarum MTD 1 peut survivre le long du tractus digestif du lapin, de même 
des essais similaires ont prouvé l'aptitude de cette souche à survivre aux conditions 
du rumen avec des apports d'effets bénéfiques sur le déroulement de la fermentation 
au sein du rumen. 

Tableau 12 : Evolution du nombre de L. plantarum dans le Caecum. 

--------- . -· ···- Jl 
J3 
15 
SS 
J7 
J9 

J : Jours 
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37 
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3 
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5 
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Figure 9 : Evolution du nombre de L. plantarnm dans le caecum. 
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HI.4.4. Dénombrement de L p/antarum dans la Matière fécale: 

La numération de la bactérie lactique au niveau de la matière fécale est 
représentée dans le tableau 12 et illustrée par la figure 11. 

Après 24 h de ! ' administration de probiotique. le nombre de cellul e de 
/, p /onramm « BJ0021 )> était 4.27.109

, l , 74. lO'J et 2.80 . 109 cellule/g de la matière 
fécale des sujets à régie herbe ve1ie, aliment granulé et aliment broyé 
respectivement. Les résultats montrent une augmentation très signjficative (P<0.01) 
du nombre de cellule chassé vers l ' extérieur. 

Chez les sujets recevant une diète à base d 'un aliment broyé, le nombre de 
cellules chassé vers l ' extérieur a chuté de - 1,2 109 cellule /g au 3éme jour 
comparativement au premier jour. 

- ·- · - _.Après l'arrêt d'administration de probiotique, une chute rapide du nombre de 
L. p/antarum dans les échantillons était enregistrée, mais leur nombre reste non 
négligeable. 

D'après ces résultats, on déduit que L. plantanan « BJ002 l » à la faculté de 
passer vivant à travers les cavités du tubes digestifs et qu ' il pourra être réingerer 
avec les crottes molles et cela assure un apport pennanant de cette bactérie 
probiotique. 

Tabl eau 13: Evolution du nombre de L p/antarum dans la matière fécale. 

~--

L. plantarum n.l(f cellule/ g 

~ Herbe verte Aliment granulé Aliment broyé 
Jl 472 174 280 
J3 502 588 160 
15 600 750 480 
SS * * 
J7 23 14 8 
19 0,9 0,6 0,3 

38 



800 

.... ~ 700 
~ 

~ 600 
0 
0 

~ 500 

E 
2 400 s 
c: 
CU 

o. 300 
.J 
Cl) 

"C 200 
~ 

..c 

g 100 
z 

0 
... . .. 

/ 

--

3 5 

Résultats et discussion 
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Figure 10: Evolution du nombre de L. plantarum dans la matière fécale. 

III.5. Dénombrement des entérobactéries. 

Les résultats de dénombrement des entérobactéries sont représent~s dans le 
tableau 14. 

~-C<~tL~ pu,i s Ji s ~ lJ'f\ -

Après 24 h de l'administration de frobiotique, le nombre des entérobactéries 
était 0,220.10 10

, 0,302.10 10 et 0,410.101 cellule/g de la matière fécale des lapins 
consommant de l'herbe verte, de l'aliment granulé et celui broyé respectivement. 
Cependant, le dénombrement des entérobactéries de la matière fécale prélevée au 
cours du J3 et J 5 montre une réduction très significative (P<O. OO 1) de la charge des 
échantillons en cette flore dont le nombre à J5 éta1t respectivement de 3,8 .108

, 

6).108 et 4,3.108 cellule/g de la matière fécale . 

Cette réduction s' explique probablement par 1 'activi té régulatrice de 
L. plantarum vis-à-vis de la flore excrétée avec la matière fécale, c' est à dire que les 
probiotique ont rétabli l'équilibre de la flore endogène ou encore il y a eu une 
symbiose entre le probiotique et les entérobactéries. 

Après l'arrêt de l'administration du probiotique, on assiste à une ré
augmentation du nombre des entérobactéries dans la matière fécale des sujets des 
diff erents lot. Cette augmentation peut s'expliquer par la réduction de nombre de 
L. plantamm « BJ0021 » qui exerce un effet inhibiteur et régulateur sur la flore 
endogène du lapin. 

L'effet des bactéries lactiques sur les entérobactéries est justifié par 
Marionnet et Lebas [ 42) qui rapportent que les mjcro-organismes introduits par le 
probiotique entrent en compétition avec les autres germes présents à la surface des 
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Résultats et discussion 

muqueuses intestinales . Tls occupent le terrain et limitent ainsi le développement des 
souches non désirables . 

Kaima et al [30] ont trouvé que l'addition de probiotique dans le régime 
alimentaire du lapin agit favorablement sur l'équilibre de la flore du caecum 

Tableau 14 : Evolution du nombre des entérobactéries dans la matière 
fécale. 

"' Cl) 

"O 
.Cil .c 200 
E 
0 z 

100 

0 

--------
Herbe verte 

J1 220 
J3 112 
15 38 
SS 
J7 288 
-· 
19 438 

-· 

J : Jours 

~~ 

Entérobactéries n .107 /g 
Aliment granule 

302 
205 
63 
* * 

113 
327 

.... 

Aliment broyé 
410 
103 
43 

373 
542 

--L'herbe 

-- Aliment granulé 
Aliment broyé 

------ arrêt 
d'administration 

~'--- ''-···· ··· ~~.· 
i 

~----~-----~-------,-----J Période d'étude 
uour) 

Figurel 1 : Evolution du nombre des entérobactéries dans la matière fécale. 
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·------- Conclusion générale 

Cette étude était a1iiculée autours de plusieurs points nécessitants chacun des 
pa11ies expérimentables distinctes, ainsi : 

Nous avons pu mettre en place une collection de 14 souches entérobactéries 
isolées du caecum du lapin , appartenants aux genres Ha.fnia. En l' inia, Citrobacter, 
l:'nrcmhncra. l'.'scherichio. !)rn re11s et Shigelln . ! .es coliformes représentent 
64. 29 %de cette collection 

L "étude des interactions bactérienne« in- villo » a montré que L plan/arum 
« B.f 0021 » exerce un effet antagoniste potentiel sur la majorité des entérobactéries 
avec des effets h-ès m<lrqués sur les souches du genre Fscherichia et Proteus. 

Les résultats du test de ] 'effet des sumageants de la culture de L.plantarum 
sur les entérobacté1ies ont montré une bonne activité des métabolites de cette 
bactérie sur la totalité des souches indicatrices avec des diamètres de zones 
d'inllibition variable, de même il s'est avéré que le surnageant maintient son 
a.ptitu_qe inhibitrice après 'élimination de l'acide lactique . 

L'étude « in vivo » a montré que L. plan/arum « BJ002 l » a la capacité de 
trnverser les différents étages de tube digestif du lapin et manifeste une résistance 
aux conditions hostiles du tractus digestif. Toutefois, cette étude a montré que le 
régime alimentaire agit significativement sur l'aptitude de cette bactérie à prendre le 
chemin du bol alimentaire tout en maintenant sa survie. Le régime alimentaire le 
plus adapté es t celui à base d'herbe verte et celui à base d'aliment broyé. 

D ·après le reste de nos résultats ; l' utilisation de probiotique en alimentation 
du lapin a un effet bénéfique sur la régulation de la flore aéro- anaérobie facultative. 

En vue de confirmer quel est le meilleur régime alimentaire pour la survie de 
L. planrarnm « BJ0021 », nous proposons d' autoclaver l ' aliment avant d'être 
consonuné par 1 ' animal. 
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s-nnexe 7-

Réactifs 

1. Violet de gentiane. 

> Violet de gentiane 

> Ethanol a 90% 

> Phénol 

> Eau distillée 

- .. .. 2._lfushine de Ziel. 

> Fushine basique 

> Alcool éthylique a 90 % 

> Phénol 

> Eue distillée 

2. Lugol. 

> Iode 

> Iodure de potassium 

> Eau distillée 

3. kovacs. 

> Alcool amylique ou isoamylique 

>- P_ étimethymlaminobenzaldéhyde 

> Acide chlorhydrique concentré 

> Avec l'ajout de l ' acide en dernier et lentement conserver à+4 °C 

4. Réa ctifs de Voges Proskaer pour la recherche de l'acétoine. 

VP, 

> Hydroxyde de potassium 

>- Eau déminéralisée 

l g 

lOg 

2g 

lOOg 

lg 

10 ml 

5g 

100 ml 

lg 

2g 

300ml 

150ml 

lOg 

50ml 

40g 

1 OOrnl 
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Les milieux de culture 

Gélose HEKTOEN. 

> Protéase - peptone 

> Extrait de levure 

> Chlorure de sodium 

> Sels biliaires 

~nexe< 

> Citrate de fer ammoniacal 

· · · · ~- . Salicine 

> Lactose 

> Saccharose 

> Fushine acide 

> Bleu de bromothymol 

> Gélose 

Mannitol mobilité. 

> Peptone 

> Nitrate de potassium 

> Mannitol 

> Rouge de phénol 

> Gélose 

TSI. 

> Peptone 

> Extrait de viande 

> Extrait de levure 

> Chlorure de sodium 

? Glucose 

> Lactose 

> Saccharose 

12g 

3g 

5g 

9g 

1.5g 

2g 

12g 

12g 

O, lg 

65g 

13mg 

20g 

lg 

2g 

40g 

4g 

20g 

3g 

3g 

Sg 

lg 

lOg 

0.5g 



> Thiosulfate de sodium 

> Rouge de phénol 

> Gélose 

Citrate de SIMMONS. 

> Fonnule en grammes par litre d'eau distillée . 

> Sulfate de magnésium 

> Citrate de sodium 

> Chlorure 

> Phosphate d ' ammonium 

> Phosphate d'ammonium monosodique 

> ·Bleu de bromothymol 

> Agar 

MEVAG. 

> Extrait de viande 

> Chlorure de potassium 

> Rouge de phénol 

> Gélose 

Clark et Lubs. 

> Peptone 

> Chlorure de sodium 

> Phosphaté disque 

> Phosphate monopotassique 

pH = 7.2 Autoclave 30 mn à 115 °C 

Milieu Moeller ODC. 

> Ornithine 

> Extrait de levure 

> Chlorure de sodium 

> Glucose 

0.5g 

25g 

12g 

0.2g 

2a 
0 

5ml 

0.2ml 

0.8 

0.08g 

15g 

3g 

5g 

20g 

3g 

20g 

5g 

9g 

l .5g 

5g 

3g 

5g . 

lg 



Milieu Moeller ADH . 

.,.. L'arginine 
' • ExtTait de levure ,., 
;- C:h lornre de sodium 

> Glucose 

> Pourpre de bromocrésol 

Milieu Moeller LDC. 

> Lysine 

> Extrait de levure 
- ·4 ··-> -Ch 1 orure de sodium 

> Glucose 

> Pourpre de bromocrésol 

Bouillon nutritif. 

> Peptone 

> Extrait de viande 

> Chlorure de sodium 

(Facultatif selon la formule) 

PH= 7.2. Autoclaver 20 rnn à 120°C 

VRBG (Gélose Biliée au Cristal Violet et au Rouge neutre). 

> Peptone 

> Extrait de levure 

> Sels biliaires 

~ Glucose 

r Chlorure de sodium 

> Rouge neutre 

> Cristal violet 

> Gélose 

Sa 
b 

3g 

Sg 

lg 

16mg 

Sg 

3g 

5g 

lg 

16g 

lüg 

Sg 

5g 

7g 

Sg 

] ,5g 

lüg 

Sg 

30g 

2mg 

12g 



Milieu MRS. 

> Peptone 

> Extrait de viande 

> Extrait de levure 

> Acétate de sodium 

~nexe,;, 

> Phosphate bipotassique 

> Citrate d'ammonium, 7H20 

> Sulfate de manganèse, 4H20 

> Glucose 

-~· · Tween 80 

> Eau distillée qsp 

> pH= 6,2 

Stérilisation 15 mn à 120°C 

Milieu M 17. Milieu de base 

> Peptone trypsine de caséine 

> Peptones peptiques de viande 

> Peptone papainique de soja 

> Extrait de viande 

>' Extrait de levure déshydrate 

> Glycérophosphate de sodium 

> Sulfate de magnésium, 7h20 

> Acide axarbique 

> Agar 

> Eau 

lOg 

8g 

4g 

5g 

2g 

0,2g 

0,05g 

20g 

lm] 

100 rn1 

2,5g 

2,5 g 

5g 

5g 

2,5g 

19g 

0,25g 

O,Sg 

8 à 18g 

950 rn1 

Dissoudre les ingrédients dans l'eau à ébullition. Laisser refroidir à 50 °C. 

Ajuster le pH de sorte qu'après stérilisation il soit de 7, 1 à 7,2. 

Stérilisation 20 mn à 120°C. 
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\ Notre étude a été menée sur la flore endogène du lapin dont 14 souches 
1 ont été isolées àpartir du crecum de ce dernier. 
1 

1 L' éhrde in vitro des interactibns bactériennes et l' effet de filtrat de lyse a 
\ déte1n1i.né une bonne pouvoir ai1tagoniste de notre souche laétique vis-à-vis des 
1 14 souches d' entérobactéries. 

L' étude in vivo a révèle l'effet de régime alimentaire sur la survie de 
L. pfantarum « BJ002 l » dans les é$ges de h1be digestif du lapin. 

1, .. ,. t ~ ' 

1 H'À OÎS ClCS : 

1 
j Probiorique, lapin, survie, interaction, régime alimentaire. 

1 

Summary 

Our study was done on the endogenous flora of rabbit, which 14 strains were 
isolate from the caecum of the rabbit. 

The in .... litro study of the bacterial interactions and the effect of filtrate of 
lysis detennined a good antagomstic aptitude of our lactic acid bacteria regards 
the 14 strains ofEnterobactèna.' 

Study üî vivo has shown the effect of dietary ration on the survival of 
L. pfantarum "BJ0021" in the stages of digestive tract of rab bit. 

1 Key vvords: 
Probiotic, rabfüt, survival, interactio~ dietaiy ration. 
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