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Résumé :

L’utilisation abusive des antibiotiques comme facteurs de croissance dans le secteur
avicole a compter des années cinquante a avantagé 1’apparition de nouvelles souches multi-
résistantes a grande échelle. Il est donc devenu obligatoire de chercher des alternatives. Parmi
ces alternatives, les symbiotiques ont suscité¢ beaucoup d’intérét.Dans 1’objectif de démontrer
leurs efficacités, une étude a été faite par une équipe de recherche de ’ENSV dans des
conditions locales sur 3080 poussins des souches ARBOR ARCES, répartis en lots témoin et
expérimental contenant 1540 sujets chacun, durant une période de 63 jours. L’étude s’est
portée sur 1’évaluation de I’impact d’un apport en symbiotique sur la flore digestive,
I’antibiorésistance des souches Escherichia coli ainsi que la qualité sanitaire de la viande.Les
résultats montrent que I’apport en symbiotique n’a pas réduit le nombre des coliformes totaux
et fécaux ni le nombre des Escherichia coli au sein du lot supplémenté comparé aux poulets
témoins ni amélioré 1’antibiorésistance de Escherichia coli. Toutefois, au niveau de la viande,
une baisse des bactéries de la flore aérobie mésophile totale FAMT est relevée suite a cette
addition en symbiotique.Ces résultats méritent d’autres essais expérimentaux dans des
conditions plus adéquates pour mieux percer les effets des symbiotiques et de prouver leurs

prouesses attendues.

Mots clés: antibiotiques, alternatives, symbiotiques, addition, flore digestive,

antibiorésistance, qualité¢ de la viande, Escherichia coli.



Abstract:

The extensive use of antibiotic growth promoters in the poultry sector, from the 1950s,
allowed the large scale of new multi-resistant strains. Thus, looking for alternatives became a
necessity, and among them, symbiotics turned out to be interesting.In the aim to demonstrate
their efficacy, a study was made, under local conditions on 3080 broilers ARBOR ARCES
strain which are divided into control and experimental groups each contains 1540 subjects,
during 63 days.The study focused on the evaluation of the impact of a symbiotic contribution
on digestive flora, antibiorésistance of Escherichia coli strains and the sanitary quality of
meat.The results indicate that the contribution of symbiotics didn’t reduce the number of total
and fecal coliforms neither the number of Escherichia coli nor improved the antibiotic
resistance of Escherichia coli. However, adding symbiotic has reduced the number of bacteria
in the FAMT meat.The results deserve further experimental tests under more suitable
conditions to better understand the effects of symbiotics and also to prove its expected
prowess.

Key words: antibiotic, alternative, symbiotics, addition, digestive flora, antibiotic resistance,

meat quality, Escherichia coli.
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Symboles et abréviations :
Unités de mesure :
°C : Degr¢ Celsius
% : Pourcentage
pm, mm, cm, m : micrométre, millimétre, centimeétre, métre
cm?, m? : centimétre carré, métre carré
mg, g : milligramme, gramme
ml, 1 : millilitre, litre
min, h, j : minute, heure, jour

kDa : kilodalton

Autres symboles et abréviations :

<: Inférieur

> : Supérieur

pH : potentiel d’Hydrogéne

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ARN : Acide ribonucléique

ATBs : Antibiotiques

AGCC : Acides Gras a Courte Chaine

ARF : Antibiotiques Régulateurs de Flore

AGP : Antibiotic Growth Promoters

GRAS : Generally Regarded As Safe

PCR: Polymerase Chain Reaction

F6PPK: Fructose-6-phosphoketolase

IC : Indice de Consommation

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

FAO : Food and Agriculture Organization

ISAPP : International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics
NCCL: National Committee for Clinical Laboratory Standard
WHO: World Helth Organization

MICI: Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin
TIA :Toxi Infection Alimentaire

ECEH : E. coli Entérohémorragiques

APEC :AvianPathogenic E. coli

FOS : Fructooligosaccharides



XOS :Xylooligosaccharides

TOS :Transgalactooligosaccharide

IMO : Isomaltooligosaccharides

PGIYRP: Peptidoglycane Recognition Protein
TNFa: Tumor Necrosis Factor o
MAPK:Mitogen Activated Protein Kinase
PI3K: Phosphatidylinositol-3-kinases

LPS :LipoPolySaccharides.

GLP-1: Glucagon-Like Peptide-1

GIP :Glucose-dépend Insulinotropic Peptide

P — lactamine : Beta Lactamine

BN : Bouillon Nutritif

EPT : Eau Peptonée Tamponée

SFB : S¢lénite F broth

TSI : Triple Sugar Iron

BLSE : 3 lactamases a spectre étendu

VRBL : gélose lactosée bili¢e au vert brillant et au rouge phénol
VRBG : gélose glucosée bili¢e au cristal violet et au rouge neutre
TBX : Tryptophane x glucuronide

PCA : Plate Count Agar

FAMT : Flore Aérobie Mésophile Totale
UFC : Unité Formant Colonie
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Introduction
Introduction générale

L’utilisation des antibiotiques est devenue monnaie courante dans différents secteurs,
autrement dit, dans la médecine humaine et la médecine vétérinaire. En effet, dés les années
cinquante, I’utilisation des antibiotiques comme facteurs de croissance dans le domaine
animal, en particulier dans la filiére avicole, n’a cessé d’augmenter.

Effectivement, plusieurs études ont montré les prouesses que peuvent apporter cette
utilisation en antibiotiques comme moyen subthérapeutique dans les ¢levages. Les résultats
attendus étaient atteints par la stimulation de la croissance de ces animaux, 1’amélioration des
performances zootechniques ou bien encore la réduction du taux de mortalité et de morbidité
(Ungemach et al., 2006 et Aggad et al., 2010).

Toutefois, il n’est pas sans savoir que cette utilisation a des répercussions sur 1’animal
en développant des antibiorésistances contres ces antibiotiques, ou alors sur I’homme en
développant des réactions allergiques aprés consommation des aliments a base de volaille.

Constatant ces conséquences apres utilisation abusive des antibiotiques comme
promoteurs de croissance, une interdiction définitive de I’emploi de ces derniers est
proclamée en 2006 par I’'union européenne et I’ Algérie.

Dans ce cas, les chercheurs se sont tournés vers d’autres alternatives pouvant remplacer
les APG (Antibiotic Growth Promotor) en gardant les mémes exploits obtenus tout en
préservant la santé de I’animal, de I’homme et méme 1’environnement.

Parmi ces alternatives développées, les symbiotiques représentent une stratégie plus
qu’intéressante. Ils désignent un mélange de probiotiques qui sont des microorganismes
ingérés vivants en provoquant un effet positif sur la santé de I’hote, et de prébiotiques qui sont
les substrats énergétiques de ces probiotiques.

Pour cela, nous avons choisi que le présent travail se porte sur I’utilisation des
symbiotiques comme alternative aux antibiotiques.

Le travail étant composé¢ de deux parties, la premicre représente une partie
bibliographique qui se compose elle-méme de trois chapitres. Le premier est porté sur le
microbiote intestinal chez la volaille en mettant le point sur les maladies et les pathogénes
entériques. Dans le deuxiéme chapitre nous avons abordé le sujet des antibiotiques,
I’antibiorésistance ainsi que les différentes alternatives de ces derniers. Enfin, le dernier
chapitre est consacré aux symbiotiques.

Quant a la seconde partie du travail, elle représente une partie expérimentale dans
laquelle est évalu¢ I’'impact de 1’addition d’un symbiotique sur les antibiorésistances des
souches Escherichia coli, la microflore digestive ainsi que la qualité sanitaire de la viande par

une équipe de recherche de I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d’Alger en 2017.
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Chapitre 1 Le microbiote intestinal
Chapitre I : Le microbiote intestinal
1. Le microbiote intestinal chez la volaille :

Le microbiote intestinal normal est définit comme étant un consortium complexe en
équilibre de microorganismes habitant normalement le tractus gastro-intestinal et remplissant
un roéle dans la nutrition, la physiologie et le fonctionnement du systtme immunitaire de
I’hote (Isolauri, Sutas et al., 2001).Chez la poule, cet environnement gastro-intestinal est
hautement diversifi¢é encomprenant une large communauté de microorganismes de ’ordre de
900 espéces bactériennes du genres commensales, transitoires ou encore pathogénes (Gabriel
etal., 2005 ; Videnska et al., 2013). Ces populations de microorganismes sont en équilibre
relativement stable dans le tube digestif et contribuent a la digestion tout en jouant un rdle
important pour la croissance et la santé de la poule (Gabriel et al., 2003 ; Apajalahti et al.,
2004). Cet équilibre peut étre rompu avec 1’dge, les conditions d’hygicne, le stress ou a la
suite d’une agression extérieure comme lors de 1’utilisation d’antibiotiques ou de facteurs de
croissance (Gabriel et al., 2003).

2. Le tube digestif chez la volaille :

Le tractus gastro-intestinal présente quelques particularités anatomiques. En effet,
contrairement a I’estomac des mammiféres constitué d’une seule partie, celui des oiseaux
comprend deux parties : d’abord le proventicule ayant un role chimique puis, le gésier ayant
un réle mécanique. Les différents organes constituant ’appareil digestif ont des actions
spécifiques et interviennent successivement dans le processus de digestion a mesure que
I’aliment transite le long du tractus gastro-intestinal (Larbier et Leclercq, 1992). Ainsi,
I’appareil digestif est formé de :

La cavité buccale : dépourvue de dents et de Iévres, la préhension et la fragmentation des
aliments sont assurées par le bec. Les aliments sont rassemblés pour former un bolus qui ne
subit pas une insalivation mais seulement une lubrification en surface (Bouzouaia, 2019).
L’cesophage : tapissé¢ de nombreuses glandes muqueuses qui complétent le role lubrifiant de
la salive, il assure le transport des aliments de la cavité buccale a 1I’estomac (Bouzouaia,
2019).

Le jabot : une forme de réservoir en bas du cou constituant un élargissement de 1’cesophage
ou les aliments subissent une humectation et se ramollissent. Il est le lieu d’une digestion
microbienne par des Lactobacilles (Lan et al., 2002).

Le proventicule : représente 1’estomac sécrétoire, il est responsable de la digestion chimique
par I’intervention du suc gastrique qu’il produit riche en acide chlorhydrique et de pepsine

(Bouzouaia, 2019).

-



Chapitre 1 Le microbiote intestinal
Le gésier : représente I’estomac mécanique, il est caractérisé par une couche superficielle tres
dure entourée de muscles puissants. Il peut contenir de petits graviers nécessaires aux
animaux consommant des grains intacts. Donc, c’est au niveau du gésier et sous I’action de la
pepsine que se produit véritablement la protéolyse (Gabriel et al.,2005).

Le petit intestin : équipé de glandes sécrétrices, il se compose du duodénum, du jéjunum et
de I’iléon (Bouchaib, 2017).

Le pancréas : trés peu développé, il occupe ’espace entre les deux branches de 1’anse
duodénale. La sécrétion pancréatique augmente ou diminue en fonction des besoins et de la
ration alimentaire (Rouissi, 2020).

Le gros intestin : peu développé chez I’oiseau, il est marqué par la présence des caeca ou ont
lieu les fermentations bactériennes et du rectum (Bouchaib, 2017).

Le caecum : structures paires sous forme de sac accolés a la partie terminale de 1’iléon par un
méso et débouchent dans I’intestin a la jonction de 1’iléon et le rectum (Villate, 2001).

Le rectum : fait suite a I’iléon et débouche dans le cloaque et présente des villosités
(comparables a ceux des mammiféres) qui absorbent le liquide rectal et déshydratent les
fientes (feéces et urines) (Villate, 2001).

Le cloaque : représente la partie terminale de I’intestin dans laquelle débouchent les conduits
urinaires et génitaux. Il est formé de trois régions séparées par deux plis transversaux plus ou

moins nets (le coprodéum, 1I’'urodéum et le protodéum) (Almargot, 1982 ; Villate, 2001).

Cloaque
Rectum 9
Pancréas

Bec

Jabot Caecum

Proventricule

Gésier

Figurel.l : L’appareil digestif du poulet (en noir nom du segment et en rouge les fonctions
principales) (Rouissi, 2020).
Le pH dans les contenus digestifs différe d’un compartiment a un autre commencant
par un pH acide dans la zone gastrique a un pH presque neutre dans I’intestin. Le pH dépend

de ses sécrétions digestives en plus de dépendre de la composition et de la forme de 1’aliment.




Chapitre 1 Le microbiote intestinal
Tableaul.1: pH des différents compartiments du tube digestif des poulets en fonction de

I’alimentation (Rouissi, 2020).

Compartiment Régime a base de A jeun Farine Granulé
mais, avoine et (Herpolet (Engberg et (Engberg et
blé Van, 1964) al., 2002) al., 2002)
(Farner, 1943)

Gésier 2,46-2,79 2,47-2,53 3,68 4

Duodénum 5,68-6,07 6,39-6,41 6,21 5,84

Jéjunum 5,72-6 6,58-6,62 6,17 6,05

Iléon 6,18-6,5 6,50-7,18 7,18 6,73

Rectum 6,08-6,58 6,98-7,02 6,47 5,97

Caeca 5,6-5,83 6,88-6,92 6,7 6,13

3. La flore digestive du poulet et sa localisation dans le tractus :

La flore digestive peut se trouver dans la lumiére intestinale ou adhérer a la muqueuse
digestive. La flore luminale dépend des nutriments disponibles, de la vitesse du transit et de la
présence ou non de substances antimicrobiennes. La flore des muqueuses dépend de
I’expression par I’hote de sites d’adhésion spécifiques sur les membranes des entérocytes, de
la vitesse de production de mucus, de la production d’anticorps (Ig) sécrétoires et de
I’extrusion de matériel cellulaire de la membrane.

Chez le poulet, 29 genres bactériens ont été identifiés, chaque genre est représenté par
3 a 4 especes et chaque espece par 3 a 4 types métaboliques différents, ce qui ferait plus de
200 types différents, en sachant que seulement 25% des souches seraient identifiées (Fuller,
1984). Ainsi, le nombre total des cellules bactériennes est plus important que le nombre de
cellules eucaryotes constituant le corps de I’hdte (Gabriel et al, 2005). Dans la partie
supérieure du tube digestif, les bactéries anaérobies facultatives dominent, alors que les caeca
hébergent surtout des bactéries anaérobies strictes. Cette microflore dépend de nombreux
facteurs tels que I’individu, son age, son environnement et son alimentation (Gabriel et al.,
2005).

Le jabot est composé d’environ 10® a 10° bactéries par gramme de contenu frais
(Bjerrum et al., 2006). Des bactéries anaérobies facultatives avec une prédominance du genre
Lactobacillus sont essentiellement retrouvées dans ce segment (Gong et al., 2007). On détecte
aussi d’autres genres bactériens tels que les Bacteroides, Bacillus, Enterococcus,

Streptococcus et des entérobactéries.
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Le proventicule par ses conditions physico-chimiques notamment une forte
concentration en HCI et pepsine ne permet pas une colonisation de ce segment.

Le gésier posseéde un environnement acide ce qui a tendance a diminuer la teneur en

microorganismes. 107 a 10® bactéries par gramme de contenu frais sont retrouvées avec
encore ici majoritairement les Lactobacillus. Les mémes genres bactériens que dans le jabot
sont détectés mais en concentrations moins importantes (Shakouri etal., 2009).
Comme dans les segments précédents, dans le duodénum et le jéjunum, les genres bactériens
Lactobacillus, Bacteroides, Bacillus, Enterococcus, Streptococcus et des entérobactéries sont
détectés avec encore une fois une prédominance du genre Lactobacillus. Dans chacun de ces
segments, on retrouve de 10® a 10° bactéries par gramme de contenu frais (Engberg etal.,
2004).

On retrouve dans I’iléon 10® a 10° bactéries par gramme de contenu. Une fois de plus
les Lactobacilles sont les plus présentes allant de 107 a 10° bactéries par gramme de contenu
frais. Une plus grande diversité est observée contrairement aux segments précédents avec
notamment une concentration importante de bactéries anaérobies facultatives des genres
Escherichia, Enterococcus, Streptococcus mais aussi des bactéries anaérobies strictes telles
que les Clostridium et les Bacteroides (Wise et Siragusa, 2006).

Les caeca possédent 1I’environnement le plus riche en bactéries de tout le tube digestif
allant de 10%® a 10'' bactéries par gramme de contenu (Engberg et al., 2004). Leur
environnement est dépourvu d’Oxygene, on retrouve donc une flore anaérobie stricte dont les
genres dominants sont les Clostridium allant de 10% a 10'° bactéries par gramme de contenu
plus particulierement des bactéries clusters IV et XIV (Apajalahti et al, 2004). Mais
également, d’autres genres tels que les Bacteroides (jusqu’a 10° bactéries par gramme) ainsi
que Escherichia (jusqu’a 10'%bactéries par gramme) et Lactobacillus (jusqu’a 10° bactéries
par gramme) qui sont aérotolérants (Mead, 1989 ; Wise et Siragusa, 2006).

4. Les maladies et les pathogeénes entériques de la volaille :

Les volailles sont prédisposées a de nombreuses infections parasitaires, bactériennes,
mycoplasmiques et virales particuli¢rement celles du systéme respiratoire et du systéme
gastro-intestinal. Les maladies entériques a forte prévalence comme la cryptosporidiose ou la
paratuberculose, conduisent a des pertes économiques élevées dans les élevages. De
nombreuses especes de Salmonella peuvent attaquer les oiseaux adultes et causer des taux
¢levés de mortalité et de morbidité. Une autre problématique liée a la présence de ces
pathogenes dans le tube digestif est la contamination des denrées alimentaires provenant de la

volaille. Les infections par Welchia sont responsables de I’entérite nécrosante. Les infections
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infracliniques résultent dans des performances altérées et des lésions du foie. La maladie

clinique aigué€ entraine une mortalité accrue (Chafai, 2006).

a- Escherichia coli :

Escherichia coli est une bactérie fréquente du tube digestif de ’homme et des animaux a
sang chaud. La plupart des souches d’E. coli sont sans danger. Cependant, certaines souches
comme les souches entérohémorragiques (ECEH), peuvent étre a 1’origine de toxi-infections
alimentaires (TIA) graves. Son importance pour la santé publique est apparue en 1982, a la
suite d’une flambée de TIA aux Etats-Unis. ECEH fabrique des toxines, connues sous le nom
de verotoxines ou de toxines de type Shiga en raison de leur ressemblance avec les toxines
¢laborées par Shigella dysenteriae.

Les Escherichia coli aviaires, bien que considérés par beaucoup comme des pathogénes
secondaires, représentent a 1’heure actuelle 1'une des plus importantes causes de pertes
économiques dans le secteur avicole. Les Escherichia coli sont des hotes commensaux du
tractus digestif de la volaille et la plus part des souches ne sont pas pathogénes. Cependant, un
certain nombre de celles-ci appelées « AvianPathogenicE. coli » ou APEC et appartenant a
des sérotypes bien particuliers sont associées au syndrome de la colibacillose (Stordeur et
Mainil, 2002). La principale voie d’entrée de 1’agent pathogeéne est le tractus respiratoire, via
I’inhalation de particules de poussiéres contaminées par les E. coli excrétées du tractus
digestif d’animaux sains. En effet, les intestins sont le réservoir le plus important des E. coli
pathogénes aviaires ou APEC. Aprés une premiére multiplication au niveau du tractus
respiratoire supérieur, les bactéries colonisent les voies respiratoires profondes a savoir les
sacs aériens et les poumons. Dans une troisiéme étape, la bactérie atteint le sang et colonise
les organes internes comme le cceur, le foie et la rate (Jordan et Pattison, 1996).

Les colibacilloses sont sans doute les infections bactériennes les plus fréquentes et les
plus importantes en pathologie aviaire. Elles peuvent entrainer de la mortalité, des baisses de
performances et des saisies a 1’abattoir (Stordeur et Mainil, 2002).

Contrairement aux infections des mammiferes, les colibacilloses aviaires prennent des
formesgénérales, avec une voie d’entrée respiratoire ou génitale (Stordeur et Mainil, 2002).
L’agent étiologique de la colibacillose est la bactérie Escherichia coli. Chez les oiseaux, les
sérotypes considérés comme pathogeénes sont 01 K1, 02K1 et O78K80 (Stordeur et Mainil,
2002 ; Mainil, 2003 ; Mainil et Van Bost, 2004).

b- Salmonella :
Plus de 60% des toxi-infections dans le monde sont dues a Salmonella. Les

salmonelloses sont de ce fait, devenues un phénoméne de santé¢ publique ce qui justifie
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I’implication de 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) dans la lutte contre les
salmonelloses (Salm-Surv, 2005).

Les salmonelloses appartiennent a la famille des entérobactéries, ce sont des bacilles
mobiles a Gram négatif, aéro-anaérobies facultatifs, mésophiles qui se cultivent facilement. A
nos jours, plus de 2300 sérotypes différents de salmonelles sont identifiés, sur le plan
épidémiologique et sont classées en fonction de leur potentiel pathogéne pour ’homme ou
I’animal. La virulence des salmonelles est une notion complexe, résultant de nombreux
facteurs encore largement étudiés, tant au niveau biochimique que génétique. Les principaux
facteurs de virulence sont la mobilité (reposant sur les flagelles), I’adhésion par les pilis et les
fimbriae (phénomeéne actif de reconnaissance spécifique entre une adhésine bactérienne et un
ligand présent a la surface de la cellule hote), la formation de phagosomes spacieux et la
fusion avec les lysosomes (Feuillet, 2007).

Actuellement, plus de 200 sérotypes de salmonelles sont connus chez la volaille.
Salmonella Enteritidis qui infecte les organes profonds (foie, rate, ovaire) est a 1’origine
d’infection durable au niveau des troupeaux alors que Salmonella Typhimuriumest
actuellement le sérotype le plus incriminé dans les salmonelloses aviairesprovoquant les
formes cliniques les plus graves, surtout chez les jeunes poussins prenant une allure
septicémique, avec une mortalité brutale dans les jours qui suivent 1’éclosion. On observe
¢galement de nombreuses mortalités en coquille. La premiére étape de colonisation par les
salmonelles est une étape de colonisation intestinale. La bactérie arrive dans I’intestin gréle,
ou elle se multiplie en adhérant a I’épithélium, elle pénétre par un phénomene d’endocytose
dans les cellules épithéliales iléales et caecales, notamment les tissus lymphoides incluant les
plaques de Peyer, les amygdales caecales et dans les cellules M. Dans le cas des salmonelles
provoquant des maladies systémiques, le site d’attachement préférentiel se situe au niveau des
plaques de Peyer (Feuillet, 2007). L’infection est strictement limitée a la sphére digestive et
peut correspondre a un portage latent avec €¢limination épisodique des Salmonelles dans les
feces.

5. Controle des infections chez les volailles :

Le recours aux antibiotiques demeure I’approche la plus préconisée pour lutter contre
ces infections. Leur utilisation en alimentation animale a permis d’améliorer les conditions
sanitaires des animaux et d’accroitre la productivité des élevages en réduisant les cofits de
production.

Cependant leur utilisation abusive de ces ATBs possédant beaucoup de similitudes avec
ceux utilisés en médecine humaine a entrainé une augmentation inquiétante du nombre de

souches pathogénes multi-résistantes. Cette situation a conduit 1’Union européenne a décréter,
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en 2006, I’interdiction compléte des ATBs a titre de facteurs de croissance dans les aliments
pour animaux dont I'une des premiéres especes ¢était la volaille, principale production a
recourir a ce type d’additifs.

Il est donc clair que la recherche de solution alternative susceptible d’assurer une
succession satisfaisante aux antibiotiques en termes d’effets zootechniques devient une
urgence (Ben Abdallah, 2010).

De nombreuses alternatives ont été développées (Patel et Goyal, 2012 ; Almenu et al,,
2018) dont leur premier but est de maintenir un faible taux de mortalité, de bonnes
performances de croissance pour ’¢levage et ce, tout en préservant 1’environnement. Parmi
ces alternatives, les plus utilisées pour améliorer la santé gastro-intestinale sont les

prébiotiques et les probiotique en d’autres termes, les symbiotiques (Medhi et al., 2018).
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Chapitre II : Les antibiotiques
1. Définition des antibiotiques :

Ce sont des substances naturelles produites par des microorganismes, ayant une activité
sur des bactéries (ou d’autres microorganismes). Au sens large, on y inclut également les
antibactériens de synthése (produits par synthése chimique). Leur importance est capitale dans
la lutte contre les maladies infectieuses (AFSSA, 2006).

2. Classification des antibiotiques :

La classification des ATBs peut se faire d’apres plusieurs critéres : 1’origine, la nature
chimique, le mécanisme d’action ou bien le spectre d’action. Les plus couramment utilisés
sont :

a- Selon ’origine :

Les antibiotiques sont élaborés par un organisme vivant ou produits par synthese (Yala
etal., 2001).

b- Selon la nature chimique :

Elle est la plus utilisée et pour cause, la nature chimique permet de classer en
« familles » ou «classes » (aminosides, macrolides, phénicoles, béta-lactamines,...) les
antibiotiques ayant des caractéristiques communes : structure, spectre d’activité, cible
moléculaire bactérienne, sensibilité a des mécanismes de résistance et d’indications cliniques
(Courvalin, 2008).

3. Caractéristiques des antibiotiques :
Les antibiotiques sont caractérisés par leurs :
— Activité antibactérienne (spectre d’action) ;
— Toxicité sélective (mode d’action) ;
— Activité en milieu organique (pharmacocinétique) ;
— Bonne absorption et diffusion dans 1’organisme.

Ces caractéristiques conditionnent les indications de leur utilisation et les possibilités
d’association a des différentes molécules afin d’élargir le spectre d’action (Yala et a/., 2001).
4. Les principaux antibiotiques utilisés :

Il existe plusieurs familles d’antibiotiques et ne sont pas toutes destinées qu’a 1’usage
humain. En effet, depuis les années 50 les antibiotiques sont utilisés comme principale classe
de médicaments vétérinaires. Les substances utilisées appartiennent aux méme familles que
celles utilisées en médecine humaine (Sanders et al., 2011).

Le tableau ci-dessous résume les principales familles utilisées ainsi que leurs modes

d’action et spectres d’activité.

g



Chapitre I1

Les antibiotiques

Tableau2.1 : Principaux antibiotiques utilisés en médecines humaine et vétérinaire. Adapté

de Chardon et Brugere, 2014 et Archambaud, 2009.

Familles

Utilisation

Modes d’action

Spectre d’activité

Béta-

lactamines

Médecines
humaine et

vétérinaire

Inhibition de la synthése de la
paroi cellulaire, en particulier dela
synthese du peptidoglycane, ce qui
modifie la rigidité de lastructure et
la forme de labactérie. L'enveloppe
externeest alors fortement
fragilisée. Labactérie devient tres
extérieurs

sensibleaux stress

(pressionosmotique, température,
stressmécanique) provoquant la

lysecellulaire.

Pénicillines :  bactéries
a Gram+, cocci a Gram-,
staphylocoques, bacilles
a Gram- et P.
aeruginosa
Céphalosporines :
bactéries a  Gramt,
bacilles a Gram-
entérobactéries et  P.

aeruginosa .

Polymixines

Médecine

vétérinaire

Perturbation de la structure de
lamembrane plasmique,
ens’insérant parmi
lesphospholipides  externes, ce

quidésorganise ~ son  intégrité.
Laperméabilit¢ n’est alors plus
assurée. Des métabolites et ions
fuient en dehors de la
cellule,provoquant la mort de

labactérie.

Bacilles a Gram-.

Aminosides

Médecines
humaines
et

vétérinaire

Inhibition de la synthéseprotéique
en agissant sur lesribosomes et
donc en bloquant leur action de
Cela

synthése  desprotéines.

empéche laformation de
nouvellesprotéines, donc la

multiplicationdes bactéries voire,

pour les
aminosides, engendre
leurdestruction en  provoquant

lasynthese de protéines aberrantes.

Nombreux bacilles a
Gram- et Gram+ et sur

cocci a Gram+.
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Macrolides Cocci Gram+ et Gram-,
bactéries a
Inhibition de la syntheéseprotéique | multiplication
en agissant sur lesribosomes et | intracellulaire :
donc en bloquantleur action de | Legionella, Chlamydia,
Meédecines | synthése desprotéines. Cela | Campylobacter et
humaines | empéche laformation de | Mycoplasmes.
et nouvellesprotéines, donc la
vétérinaire | multiplicationdes bactéries voire,
pour les
aminosides, engendre
leurdestruction en  provoquant
lasynthese de protéines aberrantes.
Cyclines Bactéries Gram+ et
Gram-, Borrelia,
Rickettsies, bactéries
anaérobies ainsi que
Mycoplasma
prneumoniae et
Chlamydia
Phénicoles Bacilles a Gram- ett,
cocci a Gram- et +,
Rickettsies, Chlamydia
Quinolones Perturbation de la  structure | Entérobactéries et autres
del’ADN, en se fixant sur des | bacilles Gram-,
Médecine | enzymes majeures de régulation: la | Staphylocoques,
vétérinaire | topoisomérase et I’ADN gyrase. Legionella,
Haemophilus,
Streptocoques,

Chlamydia, Rickettsies,

mycobactéries.
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Sulfamides Médecine | Inhibition compétitive de | Cocci  Gram- et +,
vétérinaire | lasynthése des bases de I’ADN.Les | certains bacilles Gram-,
sulfamides sont desanalogues | Chlamydia, les
structurels de  D’acidefolique, | toxoplasmes et
intermédiaire de leursynthése. Ce | coccidies.
blocage conduit aun arrét de
croissancebactérienne.
Glycopeptides | Médecine | Inhibition de la synthése de la | Spectre étroit sur
humaine paroi bactérienne. Ils inhibent la | bactéries & Gram +.
transglycolysation en se liant au
dipeptide terminal du
peptidoglycane, en se chélatant a
I’aminoacyl-D-alanyl-D-alanine.

5. Modalités d’utilisation des antibiotiques :

En médecine humaine, les antibiotiques sont a usage curatif c’est a dire apreés que la
maladie soit déclarée. Le traitement ne débutera donc qu’apres réalisation de prélévements
microbiologiques. La durée de I’antibiothérapie est adaptée a chaque type d’infections et
généralement ne doit pas étre poursuivie au-dela de 10 jours. La voie d’administration quant a
elle peut étre orale réservée aux infections a priori non séveres, ou parentérale mieux adaptée
pour les infections graves.

A D’inverse de leur usage en médecine humaine, I’utilisation des ATBs en médecine
vétérinaire (en particulier dans les ¢élevages) se décline en quatre utilisations principales :
usage curatif une fois la maladie déclarée, usage méthaphylaxique intermédiaire entre le
curatif et le préventif, usage préventif appelé prophylaxique et le dernier, usage zootechnique
qui veut dire comme facteurs de croissance (Schwarz et al., 2001).

a- Antibiothérapie :

Elle consiste en un usage curatif des ATBs pour soigner une maladie déclarée pour
laquelle une charge bactérienne est importante. Les agents antimicrobiens sont utilisés selon
la taille des animaux malades et la taille de 1’élevage. Il s’agit d’une médecine collective. En
effet, le traitement individuel chez les animaux producteurs de denrées alimentaires est
presque impossible et n’est généralement utilisé presque uniquement chez les vaches laitieres
et les veaux dont la démarche est similaire a celle utilisée pour les humains. Donc, il est
préconisé de traiter I’ensemble du troupeau par administration d’ATBs directement dans 1’eau

de boisson ou dans la nourriture des 1’identification d’un cas symptomatique ou malade. C’est

-



Chapitre I1 Les antibiotiques
I’administration la plus rependue méme si I’assimilation des ATBs n’est pas de manicre
homogene a travers I’ensemble des animaux (Schwarz et al., 2001).

Concernant le choix de I’antibiotique, I’approche vétérinaire a I’inverse de 1’approche
humaine reste bien souvent probabiliste (AFSSA, 2006). Néanmoins, il est préconisé aux
vétérinaires de conduire des diagnostics étiologiques les plus précis possibles afin de recourir
a des ATBs a spectre étroit qui n’agiraient que sur le pathogéne et non sur la flore
commensale afin de limiter les résistances (Vandagle, 2012).

b- Métaphylaxie :

C’est I’administration d’ATBs a la totalité de I’¢levage alors que seule une partie des
animaux présentent des symptomes de la maladie, mais qu’il est prévu que la majorité
voire la totalit¢ du groupe devienne malade (la charge bactérienne est encore faible). Cette
pratique permet de limiter le nombre d’animaux maladeset morts avec des quantités
d’antimicrobiens plus faibles que si la totalité de I’¢levageétait touchée. Elle permet de traiter
les animaux soumis a la pression infectieuse alors qu’ils sont encore en incubation ou lorsque
les manifestations cliniques sont treés discrétes. En d’autres termes, la métaphylaxie est mise
en ceuvre dés qu’une infection contagieuse sedéclare et que 10 a 15% des animaux du lot sont
malades ellecombine ainsi lathérapeutique et la prévention. Ainsi cela permet de limiter les
dépenses de traitementmais également de diminuer les cotts liés aux pertes de productivité
qui seraientengendrées par la perte d’animaux (Borselli, 2017 ; Maillard, 2002).

c- Antibioprophylaxie :

Contrairement a I’antibiothérapie ou a la métaphylaxie, la prophylaxie est pratiquée
a titre préventif et peut se faire a ’échelle de I’individu ou du troupeau. Le recours a la
prophylaxie se faita des moments clefs de la production tels que le sevrage ou la mise en
commund’animaux provenant de différents troupeaux par exemple méme si @ ce moment-la
les animaux ne sont pas malades. Elle apparait donc comme un moyen de garantir la
santéanimale tout en assurant la rentabilité de la production. Il est & noter que cette modalité
d’utilisation des ATBs est adaptée a une situation sanitaire donnée et doit étre provisoire et
ponctuelle car elle serait une des causes principales de la sélection de bactéries résistantes
(Borselli, 2017 ; AFSSA, 2006).

d- Facteurs de croissance :

L’usage des antibiotiques dans I’aliment a titre d’additifs est trés limité actuellement.
Ces « antibiotiques régulateurs de flore » (ARF) ou « antibiotiques promoteurs de
croissance»(AGP pour « antibioticgrowth promotors ») sont utilisés a des doses tres faibles,
noncuratives et en vue d’améliorer la croissance des animaux par un effet régulateur au

niveau dela flore intestinale. Ces antibiotiques sont tous des agents chimio-thérapeutiques non
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utilisés en médecine humaine pour limiter les risques de sélection de résistance vis-a-vis de
moléculesd’intérét médical majeur pour la médecine humaine (AFSSA, 2006).

6. L’antibiorésistance :

Depuis leur découverte par Alexander Fleming en 1928, les antibiotiques sont devenus
indispensables a la médecine humaine et vétérinaire. Toute fois, leur utilisation massive et/ou
inappropriée durant le siecle dernier a conduit a 1’émergence d’un phénomeéne naturel et
inéluctable qui est « I’antibiorésistance » (Goossens etal., 2005). L’OMS a reconnu que
I’antibiorésistance représentait une menace majeure internationale pour la santé publique et
que son développement pourrait considérablement changer la prise en charge des maladies
infectieuses dans les années a venir (OMS, 2014).

6.1. Les types de résistance :
a- Résistance naturelle :

Faisant partie du patrimoine génétique de I’espece, elle est présente chez toutes les
souches d’une méme espece. Elle est héréditaire donc se transmet a la descendance de
manicre verticale et reste stable en fonction du temps. Ainsi, elle permet de définir le spectre
d’activité des antibiotiques par sa spécificité familiale.

Ce type de résistance est di le plus souvent a un défaut d’affinité ou a une inaccessibilité de la
cible pour I’antibiotique, par exemple, la résistance naturelle des entérobactéries et
Pseudomonas spp aux macrolides, molécules trop volumineuses pour traverser via les porines
(Demor¢ et al., 2012).

b- Résistance acquise :

Elle apparait apreés emploi de I’antibiotique, en réponse a la pression de sélection des
bactéries résistantes et ne concerne que quelques souches d’une méme espece. La population
bactérienne est un ensemble hétérogéne en évolution constante ou mutations chromosomiques
et échanges de matériel génétique entre bactéries sont les maitres mots en matiere de
résistance acquise. Une méme bactérie peut contenir plusieurs plasmides, comportant eux-
mémes plusieurs geénes de résistances ce qui explique le phénomeéne de résistance d’une
bactérie a différentes familles d’antibiotiques, par exemple, Streptococcus pneumoniae de
sensibilit¢ diminuée aux pénicillines et résistante aux macrolides (Demoré¢ et al., 2012 ;
Edouard Nagera et al., 2011 ; EC N Pilly, 2014).

c- Autres résistances : croisée/associée :

La résistance croisée est la conséquence d’un seul mécanisme biochimique et concerne

des antibiotiques qui n’appartiennent pas forcément a la méme famille comme la résistance

aux MLS conférée par méthylation de I’ARN 23S. En revanche, la résistance associée est la

.
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conséquence de plusieurs mécanismes biochimiques et concerne des antibiotiques appartenant
a des familles différentes.

6.2. Support de la résistance :

La résistance naturelle est un phénoméne inné car elle est ancrée dans le génome
bactérien. En retour, la résistance acquise est due a une modification génétique pouvant étre
de deux types :

a- Chromosomique : par mutation génétique affectant un géne de structure ou de
régulation (apparition de bactéries résistantes a certains ATBs au sein d’espéces qui étaient
initialement uniformément sensibles a ces ATBs). Ce phénomene est rare (10 a 20%) et se fait
de maniére spontanée et reste stable dans le temps, sa transmission se fait de maniére verticale
qu’il soit spécifique d’'un ATB ou d’une famille.

b- Extra-chromosomique : par acquisition de génes de résistance. Ce phénoméne est
plus fréquent (80 a 90%) ; les éléments génétiques sont mobiles et portés par des plasmides,
des intégrons ou des transposons pouvant se transmettre de manicére horizontale aux autres
bactéries par simple contact ou bactériophagie, il touche plusieurs familles d’ATBs et entraine
une multirésistance (Fosseprez, 2013).

6.3. Causes de ’antibiorésistance :
a- En médecine humaine :

La principale cause de 1’antibiorésistance est due aux prescriptions inadaptées des ATBs
par les professionnels de santé. Les raisons de ces prescriptions abusives sont multiples :
difficultés d’établir un diagnostic, prise en compte des complications pouvant étre causées par
des infections bactériennes, augmentation des populations a risques telles que les personnes
agées et immunodéprimées ou encore par une sollicitation venant directement des patients
(Borselli, 2017).

b- En médecine vétérinaire :

D’apres I’OMS, plus de 50% des ATBs produits a 1’échelle mondiale sont destinés a
I’usage vétérinaire. Leur utilisation dans 1’alimentation animale en tant que promoteur de
croissance (usage interdit depuis le 1¢ janvier 2006 dans I’UE) ou pour le traitement de
différentes maladies infectieuses, a progressivement et indubitablement contribué¢ a

I’accroissement de la résistance (Mangin, 2016).
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Figure 2.1 : Illustration de I’écosystéme de I’antibiorésistance adapté de Borselli, 2017.

L’antibiorésistance chez les animaux (au niveau des élevages) peut avoir un impact sur
la santé humaine comme il est démontré dans la figure ci-dessus. En effet, ce mécanisme de
transmission, bien moins connu du grand public néanmoins existant, peut se faire par
différentes voies résumées dans la figure ci-dessous :

Voie minoritaire Antibiotique Antibiotigue
— VOle majoritaire PR %, T
-
-
Alimentation
Sélection de )
bactéries résistantes g

Transmission
Contact Enwvironnement de I'antibiorésistance Alimentation

direct a d’autres bactéries

Infection par des
bactéries résistantes

Figure2.2 : Transmission de I’antibiorésistance de I’animal a ’humain adapté de Mangin,

2016

A

6.4. Mécanismes biochimiques de la résistance :
L’origine de la résistance aux antibiotiques peut étre due a six parameétres différents :

1) L’inactivation de I’ATB par la production d’enzymes bactériennes qui le dégradent ;
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2) La modification de la cible par la bactérie perturbant ainsi I’interaction avec I’ATB ;

3) Le mécanisme d’efflux actif permettant a certaines bactéries de synthétiser des canaux
pour rejeter I’ATB a I’extérieur ;

4) Une diminution de la perméabilité membranaire a I’ATB, qui de ce fait, ne peut plus
atteindre sa cible ;

5) La protection de la cible par un encombrement stérique ribosomal ;

6) Le pi¢geage de I’ATB par superproduction de la cible ou par la syntheése de molécules
capables de leurrer. Dans les deux cas, la molécule antibiotique est incapable

d’interagir avec sa cible et donc d’exercer son activité.

+ Une méme bactérie peut présenter plusieurs de ces mécanismes de résistance
(Muylaert et Mainil, 2015).
7. Les alternatives aux antibiotiques :

Récemment, plusieurs travaux de recherche ont tent¢ de remplacer les
antibiotiques par d’autres molécules potentiellement intéressantes.

De nombreux produits, a base de plantes ou d’huiles essentielles ou d’autres
composants promus comme naturels, se présentent comme des alternatives aux antibiotiques.
Toutefois, dans la quasi-totalité¢ des cas, ces produits n’ont pas été testés en comparaison avec
des antibiotiques. IlIs ne peuvent donc pas prétendre se substituer aux antibiotiques avec la
méme efficacité.

En outre, souvent, ils ne sont pas fabriqués avec les normes pharmaceutiques. Ni leur
innocuité ni leur efficacité n’ont pu étre vérifiées comme le sont les médicaments qu’ils
prétendent remplacer. L’ Agence du médicament n’a donc pas pu les évaluer, ni méme en
controler la composition.

a- Les enzymes

Dierick et al. (2008) ont étudi¢ la capacité d’enzymes lipolytiques a remplacer les
antibiotiques chez le porcelet. Dans cette étude, les auteurs ont observé un effet significatif
sur la flore colique. Cependant, ils ont échou¢ a prouver I’effet nutritif de cette stratégie

b- Les huiles essentielles

Veras et al. (2012) ont suggéré 1’utilisation des huiles essentielles de Lippiasidoides.
Dans ce travail, les auteurs ont démontré 1’effet antimicrobien du thymol, 1’'un des composés
majeurs de cette huile contre des pathogenes potentiels comme les Staphylococcus aureus.

Cependant les effets nutritionnels de cette huile et son innocuité restent a explorer.
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Chapitre I1 Les antibiotiques
c- Les extraits de plantes

D’autres études s’intéressent plutdt aux extraits de plantes. Les effets d’extraits
d’herbes chinoises sur la croissance d’animaux d’élevages et leur capacité a remplacer les
antibiotiques ont fait I’objet d’une revue de littératures par Liu et al.(2011).Les extraits de
plantes et les huiles essentielles sont comptés parmi les éléments a effet antimicrobien (Griggs
and Jacob, 2005) et sont connues par leur action sur la stimulation de la digestion (Brenes and
Roura, 2010). Les plantes ont la capacité de réagir aux attaques microbiennes a travers un
répertoire hautement coordonné de barrieres défensives moléculaires, cellulaires et tissulaires
a la colonisation et I'invasion des pathogénes. Quant aux huiles essentielles, ils composent des
défenses redoutables contre certain composants chimiques (Taylor, 2013 ; Botsoglou,
Yannakopoulos et al., 1997). Certaines des formes chimiques antimicrobiennes
bioactives, dérivent de plantes grace aux terpénes qui sont des composés phénoliques, des
glycosides et des alcaloides. Le gingembre, le poivre, la coriandre, le laurier, I’origan, le
romarin, la sauge, le thym, les clous de girofle, la moutarde, la cannelle, l'ail, le citron,
I’écorce d'agrumes (citron vert, citron jaune, orange), et le tabac sont quelques représentants
d'une trés longue liste de produits de plantes ayant des propriétés antibactériennes (Hume,
2011).Néanmoins, les auteurs concluent que les résultats obtenus avec cette stratégie sont
contradictoires. Ils soulignent également le manque accru de données scientifiques sur le
mécanisme d’action de ces extraits de plantes.

d- Phagothérapie (microbes vs microbes) :

Les bactériophages sont des virus capables de détruire les bactéries, dont la premiére
utilisation date d’avant la découverte des antibiotiques. Avec I’essor de 1’antibiothérapie,
I’usage thérapeutique des phages est resté trés limité dans les pays occidentaux alors qu’il
s’est poursuivi dans les pays de I’ex-Europe de I’Est. Depuis quelques années, il existe un
certain regain d’intérét pour ce traitement, notamment pour les infections a bactéries multi- ou
toto-résistantes. Néanmoins, les avantages théoriques de la phagothérapie (spécificité d’action
contre certaines especes bactériennes voire contre certaines souches précises, bactéricidie
rapide, pas d’effet sur les cellules humaines ni sur le microbiote de 1’hdte) sont contrebalancés
par d’importantes limites (nécessité de conduire/ acheminer le phage sur le site infecté, donc
avec une application préférentiellement locale, inefficacité sur les bactéries intracellulaires,
manque de cadre réglementaire) qui rendent difficiles son application en pratique

clinique(Ravat et al., 2015).
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Chapitre III : Les symbiotiques
1. Définition des symbiotiques :

Le concept « symbiotique » est utilis¢ de plus en plus afin d’évoquer la relation
synergique entre les microorganismes probiotiques et leurs substrats sélectifs. Cela constitue
un mélange de probiotiques et prébiotiques affectant positivement 1’hote en améliorant la
survie et D’implantation d’espéces microbiennes vivantes apportées sous forme de
suppléments alimentaires dans le tractus gastro-intestinal, et par conséquent, la santé de 1’hote
(Suskovic et al., 2001 ; Isolauri et al., 2002).

1.1.  Les probiotiques :
1.1.1. Définition des probiotiques :

Par définition le mot probiotique signifie "pour la vie" et qui est né suite aux travaux de
Metchnikoff en 1908 qui stipulaient que les bactéries lactiques ingérées vivantes pouvaient
avoir un effet bénéfique pour la restauration du microbiote dans le tractus gastro-intestinal.
Mais, c’est dans les années 1960 que les probiotiques furent développer et commercialiser
pour usage dans les ¢levages afin de restreindre ’utilisation des antibiotiques en alimentation
animale.

Depuis, le terme "probiotique" a donné lieu a plusieurs définitions au cours du temps.
Notamment, celle révisée par la WHO (World HelthOrganization) et la FAO (Food and
Agriculture Organization of United Nations) en 2001 et mise a jour et renforcée en 2014 par
I’ISAPP (International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics). Cette définition
s’énonce comme suit : "les probiotiques sont des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont
administrés en quantités adéquates, produisent un effet bénéfique sur la santé de I’hote".

1.1.2. Ciritéres de sélection des probiotiques :

Les microorganismes doivent posséder divers propriétés de survie pour répondre a la
définition des probiotiques (Gagnon, 2007). Ils doivent avoir la capacité de survivre et de
persister temporairement dans le tractus digestif ainsi que de montrer une activité se
traduisantpar des effets positifs pour 1’hote (Izquierdo, 2009). Or, chaque souche a ses propres
propriétés et ne peuvent étre extrapolées a une autre souche (Dunne, O’Mahony et al., 2001).

Ils doivent donc étre sélectionnés selon des critéres bien précis les regroupant dans
différentes catégories a savoir les critéres de sécurité, fonctionnels et technologiques. Ces

derniers sont résumés dans le tableau ci-dessous.

-



Chapitre 111 Les Symbiotiques
Tableau 3.1 : Principaux critéres de sélection des probiotiques. Adapté de Rousseau, 2004 et

Gagnon, 2007

Criteres — Identification taxonomique précise ;
de sécurité — D’origine humaine pour usage humain ;

— Souche déposée dans une collection de cultures
reconnue internationalement et caractérisée par des
techniques phénotypiques et génotypiques ;

— Historique de non pathogénécité ainsi que de non-
invasion de 1’épithélium intestinal (dégradation non
excessive du mucus et déconjugaison non excessive des
sels biliairesau risque d’induire des lyses cellulaires) ;

— Pas de transmission possible de génes de résistance aux

antibiotiques.
Critéres — Tolérance a l'acidité, a la bile et aux enzymes digestives
fonctionnels et gastriques ;

— Adhésion aux cellules intestinales et persistance dans
le tractus gastro-intestinal ;

— Immunomodulation ;

— Production de substances antimicrobiennes
(bactériocines, acides organiques,...) et antagonisme
vis-a-vis des pathogenes ;

— Effets bénéfiques sur la santé documentés.

Criteres — Stabilité au cours des procédés de production et dans le
technologiques produit fini ;
— Conservation des propriétés probiotiques apres

production.

Dans les critéres de sécurité, I’identification taxonomique de la souche détient le statut
important dans 1’établissement de nouvelles souches potentiellement probiotiques (Holzapfel
et al., 2001). L’identification doit étre par des techniques moléculaires fiables et chaque
souche est confrontée a une nomenclature actualisée (FAO/WHO, 2002 ; Gueimonde et
Salminen, 2006). Actuellement, selon la FAO et la WHO en 2002, la méthode moléculaire de
référence pour identifier une souche est celle du séquengage de la région d’ADN codante pour

I’ARN ribosomial 16S. Cette méthode est couramment utilisée mais, il est recommandé
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qu’elle soit combinée a des tests biochimiques et phénotypiques pour s’assurer de la
conformité de la souche en question. Une autre condition est également importante et c’est
celle de I’origine de la souche ; son importance réside dans I’interaction spécifique avec 1’hote
et qui est maximisée quand elle provient du méme habitat (Alvarez-Olmos et Oberhelman,
2001). La souche probiotique doit aussi étre sécuritaire en ne causant pas d’effet négatif pour
la santé et doit bénéficier du statut « Generally Regarded As Safe » (GRAS). Entre autre, elle
sera ¢évaluée afin qu’aucun effet secondaire ne soit détecté; on peut citer I’exemple
d’infection ou celui du transfert de génes comme la résistance aux antibiotiques (FAO/WHO,
2002).

Pour qu’un probiotique puisse étre considéré comme tel et intervenir dans le bon
fonctionnement du tractus digestif de I’hote, il est primordiale qu’il atteigne son site d’action
a Détat vif. C’est-a-dire atteindre la muqueuse intestinale en conservant sa viabilité
(Holzapfel, 2001).Pour ce faire, il doit résister a I’environnement acide de 1’estomac ainsi
qu’a la bile sécrétée dans le duodénum (Dunne et al., 2001 ; Gueimonde et Salminen, 2006).
Les souches probiotiques sont donc sélectionnées au niveau du laboratoire (tests in vitro)
selon leur aptitude & maintenir leur intégrité cellulaire, leur activit¢é métabolique lors du
passage gastro-intestinal ainsi que leur capacité d’adhésion a la muqueuse intestinale. Cette
derniére est une propriété essentielle, car plus la souche probiotique a une capacité importante
d’adhérer, plus son temps de présence au niveau intestinal est augmenté ce qui améne a
augmenter son action potentielle a interagir avec 1’organisme et cela par une stimulation du
systéme immunitaire et par la prévention d’implantation des pathogénes sur les cellules
¢épithéliales intestinales grace a de mécanismes de compétition (Saarela et al., 2000). Pour
évaluer 1’adhésion des probiotiques in vitro, on fait appel aux lignées cellulaires. Caco-2, Int-
407 et HT-29 sont les cellules classiquement utilisées en raison de leurs similitudes
morphologiques et physiologiques avec les entérocytes humains (Dunne et al., 2001 ;
Jacobsen et al.,, 1999). Des techniques conventionnelles de détection de I’attachement
bactérien sont également utilisées ; on cite comme exemples 1’énumération par comptages sur
cellules, par coloration de Gram ou marquage radioactif mais encore par quantification par
PCR en temps réel (Le Blay et al., 2004 ; Servin,2004 ; Candela et al.,2005). Ces études in
vitro ont montré que I’adhésivité différe d’une souche a une autre et elle peut étre retrouvée
en étant forte chez Lactobacillus johnsonii Lal, L. rhamnosusGG, L. acidophilus LB ainsi que
chez Bifidobacterium breve 4 ou B. infantis] (Bernet et al., 1993 ;Tuomola et Salminen,
1998). Cette capacité d’adhésion des probiotiques a la muqueuse intestinale a également été
évaluée in vivo, confirmant que c’est une propriété souche-dépendante (Servin et al., et

Coconnier, 2003). Pour une efficacité de I’immunité intestinale, les probiotiques interagissent
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avec le systétme immunitaire de I’hote par le biais de cytokines et d’autres messagers
chimiques solubles qui rejoignent la Lamina propria. Ce processus est appelé
immunomodulation et est une modulation de I'immunité qu’elle soit innée ou adaptative.
Parmi I’ensemble des critéres cités dans le tableau, 1’aptitude a produire des effets bénéfiques
sur la santé de 1’hote est la premiére caractéristique qu’une souche probiotique puisse avoir.

Du point de vue technologique, les souches probiotiques doivent prendre en compte
plusieurs criteres, la résistance aux phages, la survie au cours du procédé de fabrication, la
facilité¢ a €tre cultivées tout en conservant leurs propriétés biologiques ou encore la stabilité
pendant le stockage (Jankovic et al., 2010 ; Champagne, Gardner et al., 2005 ; Saarela et al.,
2000).

1.1.3. Les différents microorganismes probiotiques et leurs caractéristiques :

En se référant a la définition précédente, tous les microorganismes administrés vivants
et ayant une action bénéfique peuvent étre considérés comme probiotiques. Néanmoins, une
infime partie de ces microorganismes a fait 1’objet d’études approfondies apportant les
preuves de leurs effets bénéfiques. Selon Tannock (1997), les genres bactériens et fongiques
incluant Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus,
Propionibacterium, Saccharomyces et Aspergillus. Les espéces microbiennes utilisées en
alimentation animale différent sensiblement de celles utilisées en alimentation humaine. Les
genres Lactobacillus et Bifidobacterium sont majoritairement utilisés pour des applications en
nutrition humaine ; tandis que les genres Bacillus, Enterococcus et Saccharomycessont plus
utilisés dans les ¢levages (Simon et a/., 2001). La différence est rencontrée au niveau des
objectifs d’efficacité, des aspects sécuritaires, des fréquences d’ingestion, des contraintes de
fabrication ou de stockage ou encore de la réglementation (Bernardeau et Vernoux, 2009).

a- Le genre Lactobacillus :

Se présentant sous forme de batonnets longs et fins souvent regroupés en chaines, ce
sont des bactéries a Gram positif, non sporulées généralement immobiles, catalase négative,
nitrate réductase négative. Elles sont microphiles ou anaérobies, leur métabolisme énergétique
est exclusivement fermentaire. Les lactobacilles se multiplient dans une gamme de
température comprise entre 15 et 45°C et se développent mieux dans des conditions acides ou
le pH avoisine les 4,5 a 6,4. Ce genre est caractéris¢é par de nombreuses exigences
nutritionnelles telles que les acides aminés, vitamines, acides gras, nucléotides, glucides et
minéraux. (De Vos et al., 2009 ; Perry et al., 2004 ; Prescott et al., 2003)

Selon Orla-Jensen, les lactobacilles sont subdivisés en trois groupes selon leur type

fermentaire :

g
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— Groupe I: « Thermobacterium », comprend les espéces homofermentaire

thermophiles se développant a 45°C. Exemples de celles les plus fréquentes en
alimentation : L. acidophilus, L. helveticus.

— Groupe II: « Streptobacterium », comprend les espéces homofermentaires
mésophiles et qui peuvent étre hétérofermentaires facultatives (occasionnellement
hétérofermentaires) en fonction du substrat. Exemples de celles utilisées dans
I’alimentation : L. casei, L. sake, L. curvatus, L. plantarum.

— Groupe III : « Betabacterium », regroupe les lactobacilles hétérofermentaires.

Exemples : L. brevis ; L. fermentum.

b- Le genre Streptococcus :

De la famille Streptococcaceae, ce sont des coques en paires ou en chaine, a Gram
positif, non sporulées, immobiles et anaérobies facultatives. Ce groupe étant large, sa
classification est trés mouvementée et évolue constamment en fonction des recherches en
passant par la classification de Lancefield en 1933 jusqu’aux méthodes génomiques de nos
jours. A T’heure actuelle, la classification de Lancefield est moins appréciée mais reste
toujours utile dans I’identification rapide des bactéries pathogenes.

Le genre est divisé généralement en trois groupes: pyogéne dont plusieurs sont
pathogeénes et hémolytiques nuisant ainsi a la santé, oral divisé en cinq sous-groupes
phylogénétiques " anginosus, mitis, salivarius, bovis et mutans" et les autres streptocoques.

En technologie alimentaire, seule 1’espeéce Streptococcus thermophilus est utilisée.
Précédemment incluse dans le groupe des "autres streptocoques" selon Scheilfer(1987), elle
est transférée au groupe des streptocoques oraux en raison de leur degré d’homologie avec
I’ADN de S. salivarius (Haddie et al., 1986).

c- Le genre Enterococcus :

La création de ce genre est justifiée en 1984 aprés que les méthodes moléculaires ont
montrés que ses especes initialement décrites et classées comme étant des streptocoques
fécaux par Thiercelin, étaient distinctes des autres streptocoques. (Schleifer et al., 1984).

Les entérocoques appartiennent au groupe sérologique D d’apres la classification de
Lancefield, sont des commensaux de I’intestin, de forme cocci & Gram positif, non capsulés,
immobiles anaérobies aérotolérants, oxydase et catalase négatives, disposés en paires ou en
courtes chainettes. Ils se distinguent par leur capacité a croitre dans les températures entre
10°C et 45°C, en milieu hyper salé¢ (6,5% NaCl),en présence de 40% de bile et & des pH
alcalins (9,6).

-
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Les especes rencontrées dans 1’alimentation sont essentiellement E. faecalis et ses
variétés E. durans et E. bovis.

d- Les genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella :

Appartenant tous a la famille Leuconostocaceae, ils rassemblent les coques lenticulaires
en paires ou en chainettes, possédant un caracteére hétérofermentaire marqué et produisent de
I’acide lactique, du CO2 et de I’éthanol. La croissance a différentes températures et
principalement utilisée pour distinguer les coques entre elles. La différenciation entre
Leuconstoc et Weissella peut se faire par des caractéristiques telles que les modes de
fermentation des hydrates de carbone, la formation du dextrane, I’hydrolyse de I’esculine, les
conditions de croissance et I’assimilation du citrate et/ou malate(Pilet et al., 1998 ; Ho et al,,
2007).

La croissance des Leuconstoc est toujours lente et leur développement entraine souvent
la viscosité du milieu par production des exopolysaccharides (Guiraud et a/., 2003).

L’espéce Oenococcus oeni isolée des vins classifiée autre fois Leuconstoc oenos.
Egalement, Collins et a/(1993) transférent 1’espece Leuconstoc paramesenteroides ainsi que
cinq autres especes de lactobacilles hétérofermentaires dans le nouveau genre Weissella
(Stiles et Holzapfel, 1997).

Actuellement, le genre Leuconstoc compte quatorze especes et entrent en jeu dans
I’industrie laitiére principalement les L. meseuteroides ssp. Cremoris et qui sont utilisés en
association avec les lactocoques pour produire en plus de 1’acide lactique et le CO2, des
substances aromatiques telles que diacétyl et acétoine a partir des citrates du lait (Hassan et
Frank, 2001 ; Guiraud, 2003 ; Ogier et a/., 2008).

e- Les genres Pediococcus :

Ce sont des coques homofermentaires formées de cellules groupées en tétrades. En
effet, elles sont les seules coques acidophiles et homofermentaires se divisant alternativement
dans deux plans aboutissant ainsi a la formation de tétrades (Simpson et al., 1995).

Dans 1’agroalimentaire, les P. acidilactici et P. pentosaceus sont utilisés dans
’¢laboration de plusieurs produits carnés fermentés naturels comme agents antibactériens ou
probiotiques dans la fabrication de ces produits (Ruiz-Moyano et al., 2008 ; Albano et al.,
2007 ; Schneider et al., 2006).

Egalement, les pédiocoques sont des bactéries lactiques autochtones permettant la
maturation des fromages (Gonzalez etal., 2007 ;Gurira et al., 2005), mais aussi utilisés
comme levains lactiques pour les charcuteries (Guiraud et Rosec, 2004 ; Tosukhowong et al.,

2005).
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Précédemment considérées comme P. halophilus, les Tetragenococcus halophilus
résistent a des concentrations de sel élevées (supérieure a 18% NaCl) et ont un role crucial
dans la fabrication des produits alimentaires a forte concentration en sel tels que les sauces
soja (Guiraud et Rosec, 2004 ; Tosukhowong et al., 2005).
f~ Le genre Bifidobacterium :

Il a fallu attendre la huitieme édition du Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology, pour que le genre Bifidobacterium soit reconnu et inclus dans la famille des
Actinomycetaceae de 1’ordre des Actinomycetales(Biavati et al., 2000 ; Ventura et al.,
2004b).11 fait partie du groupe des bactéries lactiques en raison de similitude des propriétés
physiologiques et biochimiques en plus de leur présence dans le méme habitat écologique
comme le tube gastro-intestinal mais, phylogénétiquement sont différents. Ses especes sont
des batonnets aux formes variées dont la plus caractéristique est une forme Y. elles sont non
sporulées a Gram positif anaérobies strictes. Leurs conditions optimales de croissance se
situent a des températures entre 37°C et 41°C et a des pH compris entre 6,5 et 7,0. Les
bifidobactéries sont hétérofermentaires dégradant les hexoses en produisant de [’acide
lactique et acétique (Scardovi, 1986). Leur identification est effectuée par la présence de
I’activité fructose-6-phosphoketolase (F6PPK), une enzyme clé du genre Bifidobacterium
(Ventura et al., 2004b et Gagnon, 2007). Les bifidobactéries ayant des effets probiotiques et
utilisées commercialement, sont moins nombreuses que les lactobacilles et la souche la plus
étudiée est Bifidobacterium lactisBb12 (Prioult, 2009).

g- Les levures :

Ce sont des champignons dont la forme unicellulaire prédomine. Les cellules peuvent
étre sphériques, ovoides, allongées, cylindriques,... dont la taille varie de 2-3um a 20-50um
de long et une largeur de 1 a 10um ; le mode de reproduction le plus courant chez celles-ci est
le bourgeonnement. Elles sont utilisées comme des additifs alimentaires chez les animaux en
vue d’améliorer les performances zootechniques et chez ’homme comme régulateur de la
flore intestinale (Rolfe, 2000 ; Toma et al., 2005).

Les levures probiotiques sont du genre Saccharomyces ; S. cerevisiaeest utilisée en
boulangerie ou pour la production des boissons alcoolisées ainsi que S. boulardii une levure
non pathogeéne d’origine tropicale, initialement isolée de boissons préparées a base de litchis

et mangoustans par les populations d’Asie du Sud-est (Czerucka et al., 2007).
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Figure3.1 : Lactobacillus acidophilus  Figure3.2 : Streptococcus thermophilus

Figure3.7 : Saccharomyce boulardii

(Les figures sont toutes sous microscope ¢électronique a balayage tirées de

www.sciencephoto.fr )
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1.1.4. Production de substances antimicrobiennes :
L’activité microbienne des probiotiques et probablement 1’activité la plus documentée et

plusieurs mécanismes ont été€ proposés pour expliquer ces activités.

Mécanisme 2 :
Inhibition de la
croissance du
Inhibition des pathogéne
Mécanisme 1 : enzymes
- . o Lyse
Inhibition de cytoplasmiques .
g i cellulaire -
I’adhésion du Compétition
pathogéne “ ﬁ nutritionnelle

Acides /
organiques Bactériocines

Exclusion

; Restriction
stérique Nutriments
R Kdhésion ‘“ ﬁ‘
au mucus /
Compétition Adhésion Interaction avec

Augmentation

== le systéme == de la défense
immunitaire immune

stérique  ¢— aux cellules
épithéliales

Probiotiques
Figure3.8 : Mécanismes d’action proposés des probiotiques dans le traitement des infections
entériques. Adapté de Kaur, Kuhad et a/.,2009 ; Calder et Kew,2002

Un des mécanismes qui suscite de plus en plus d’intérét en recherche dans le domaine
de probiotiques est la production de substances inhibitrices. C’est un mécanisme d’action des
probiotiques concernant 1’inhibition de la croissance des pathogeénes grace a des composés
antimicrobiens. Les genres Lactobacillus et Bifidobacterium d’origine humaine peuvent
produire des substances antimicrobiennes, telles que les acides organiques, qui sont actives in
vitro et in vivo contre les microorganismes entérovirulants qui sont impliqués dans le cas de
diarrhée (Servin, 2004). L’acide lactique et 1’acide acétique sont produits via la fermentation
des hexoses par les lactobacilles et les bifidobactéries. Ces acides organiques peuvent diffuser
passivement a travers la membrane bactérienne sous leur forme non dissociée. Ils acidifient le
cytoplasme apreés dissociation et inhibent ’activité enzymatique cellulaire des pathogénes
acidosensibles (Deng et al., 1999). Cette diminution du pH peut donc affecter la viabilité¢ des
pathogenes bactériens (Bruno et Shah, 2002 ; Servin, 2004).

Hutt et al.(2006), ont observé d’apres une étude réalisée in vitro que ’activité anti-
salmonella produite par trois souches de Lactobacillus, L. paracasei8700 :2, L.plantarum299v
et L. fermentum ME-3, en condition microaérophile de méme que 1’activité anti-shigella de
deux bifidobactéries, B. lactisBb12 et B. longum 46, en condition anaérobie étaient associées
a un effet de pH. Une corrélation positive a été observée entre la production d’acide lactique

et Iactivité inhibitrice. Cependant, la quantité¢ d’acide acétique et I’activité inhibitrice des




Chapitre 111 Les Symbiotiques
lactobacilles et des bifidobactéries cultivées en conditions anaérobiques étaient corrélées de
facon négative.

Sur un modé¢le murin, Asahara ef al., (2001) ont observé qu’une infection a salmonelles
induite lors d’un traitement aux antibiotiques pouvait étre réduite de fagon importante par
précolonisation de D’intestin avec la souche B. breve Yakult. D’aprés ces auteurs, la
production d’acides organiques par la souche probiotique et une réduction du pH fécal
seraient importantes pour l’activité anti-infectieuse obtenue contre la souche Salmonella
Typhimurium. En utilisant la méme souche, selon ces méme auteurs ont observé que la
production d’une forte concentration d’acides organiques peut également jouer un rdle
important dans I’inhibition de la production de toxines par une souche de E. coli O157 :H7
dans un mod¢le murin (Asahara et al., 2004).

Aussi, la production d’autres agents antimicrobiens tels que les bactériocines, ont été
rapportés principalement lors d’études in vitro. Ces bactériocines sont définies comme étant
des composés protéiques ayant une activité inhibitrice contre un large spectre de souches
bactériennes (Klaenhammer, 1993). Elles peuvent étre regroupées en deux catégories : les
composés peptidiques et les composés non-peptidiques (Peroxyde d’hydrogéne ou acides gras
a courte chaine carbonée tel que I’acide lactique) (Oelschaeger, 2010). Elles agissent
principalement sur la membrane externe des bactéries cibles formant des pores qui meénent a
la libération du contenu intracellulaire et la mort de la bactérie affectée (Klaenhammer, 1993).
Selon Fooks et Gibson (2002), les lactobacilles sont souvent associés a la production de
bactériocines. En revanche, la production des bactériocines par les souches de bifidobactéries
est moins documentée. Néanmoins, il a été rapporté que la souche B. bifidum NCFB1454
produit une bactériocine active contre Listeria monocytogenes (Yildirim et Johnson, 1998). La
nomenclature des bactériocines et relativement simple, le suffixe "ine" est utilisé pour dénoter
une activité bactériocinogéne de la méme manicre que la terminaison "ase" est associée a la
dénomination d’enzymes (Kaiser et Montville, 1993). Certaines tirent leur nom de la souche
productrice, d’autres sont nommées en termes généraux ("colicines" produites par les
coliformes ;"lactostrepcines" produites par les streptocoques lactiques) (Kozak, Bardowski et
al., 1978 ; Klaenhammer, 1988 ; Ecker, 1992).

La famille des bactériocines inclue une diversité des protéines en termes de taille, cibles
microbiennes, modes d’action et mécanismes d’immunité (Gagnon, 2007). Les bactériocines
produites par les bactéries a Gram négatif (principalement de 1’écosystéme intestinal) sont
principalement représentées par la famille des Enterobacteriaceae et sont réparties en deux

grands groupes, les colicines et les microcines.
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a- Les colicines :

Elles sont largement ét¢ étudiées et identifiées en une trentaine de molécules différentes
et sont toutes produites par E. coli (Braun, Killmann et a/.,2002) et possedent un spectre
d’activité restreint aux souches phylogénétiquement proches (Gillor, Nigro et al., 2005). Elles
possédent un poids moléculaire élevé compris entre 25 et 82 KDa (Dirix, Monsieurs et al.,
2004).

Une classification a été proposée en 2002 par Braun, Patzer et al.et Lazzaroni,
Dubuisson et al. Elle est effectuée selon la voie de translocation dans la cellule cible que les
colicines utilisent. En effet, la structure de leur domaine T permet ’interaction avec les
systémes péri-plasmiques Tol (colicines du groupe A) ou Ton (colicines du groupe B) (Cao et
klebba, 2002 ; Gillor, Kirkup et al., 2004). Le groupe A comprend les colicines : A, E1, a E9,
K, N et DF13 tandis que le groupe B regroupe les colicines : B, D, Ia, Ib, M, 5 et 10.
Tableau3.2 : Classification des colicines et leurs cibles cellulaires (Lazdunski, Bouveret et

al., 2000).

Groupes Colicines Cibles cellulaires
Groupe A A Membrane cytoplasmique
DF13 Acides nucléiques
El Membrane cytoplasmique
E2, E7, E8 et E9 Acides nucléiques
E3 aE6 Acides nucléiques
K Membrane cytoplasmique
N Membrane cytoplasmique
Groupe B B Membrane cytoplasmique
D Acides nucléiques
laetlb Membrane cytoplasmique
M Peptidoglycane
Setl0 Membrane cytoplasmique

b- Les microcines :

Elles sont présentées pour la premicre fois par Asensio et al. en 1976 comme étant une
nouvelle famille de peptides a activité antibiotique produits par les bactéries a Gram négatif.
Les microcines sont définies en tant que peptides antibiotiques de faible poids moléculaire
produit par des bactéries non sporulantes isolées a partir du tractus intestinal humain, sécrétés
dans le milieu de culture et agissant sur des microorganismes phylogénétiquement proches

(Asensio, Perezdiaz et al, 1976). Formant un groupe spécifique de peptides a activité
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antibiotique, elles se distinguent des colicines par de nombreuses caractéristiques dont leur
petite taille (<10KDa) et leur sécrétion non létale pour les bactéries productrices (David,
Oliver et al., 2007). Aussi, contrairement aux colicines, elles ne sont pas produites
uniquement par de souches d’Escherichia coli. Effectivement, une microcine a été découverte
chez une souche de K. pneumoniae (De Lorenzo 1984).

Jusqu’a ce jour, dix microcines ont été identifiées, sept d’entre elles sont bien
caractérisées (Mcc B17, C7, E492, J25, H47, L et V) et les trois autres sont peu connues (Mcc
D93, M et N24). Elles sont réparties en deux classes en fonction des différences au niveau de
leur poids moléculaire et des modifications post-traductionnelles (Pons, Lanneluc et al.,
2002).

Tableau 3.3 : Les dix microcines découvertes (Ben Abdallah, 2010).

Microcines Références

Classel Bl17 (Patzer, Baquero et al.2003)
C7 (Garcia-Bustos, Pezzi et al.1984)
D93 (Martinez, Carter-Franklin et al.2003)
J25 (Salmon et Farias, 1992)
Classe I E492 (De Lorenzo, 1984)
H47 (Lavina, Gaggero et al.1990)
L (Gaillard-Gendron, Vignon et al.2000)
M (Braun, Killmann et al.2002 ; Patzer, Baquero et al.2003)
N24 (O’Brien et Gibson, 1970)
\Y (Gratia, 1925 ; Yang et Leong, 1982)

La classe I regroupe les microcines B17, C7, D93 et J25. Elles ont un trés faible poids
moléculaire, inférieur a 5 kDa, sont largement modifiées post-traductionnellement et sont
toutes sécrétées par Escherichia coli (Pons, Lanneluc et al. 2002). Les microcines de classe 11
comprennent les microcines E492, H47, L, M, N24 et V et sont synthétisées sous forme de
précurseurs avec des peptides signal trées homologues. Elles sont de plus grande taille (7 a 10
kDa). Les microcines de classe II sont toutes hydrophobes et non modifiées post-
traductionnellement.

En plus des bactériocines, certaines souches probiotiques sont capables de produire des
substances antibiotiques. C’est le cas de Lactobacillus reuteriATCC 55730 qui libére un
composé antimicrobien a large spectre appelé reuterine. Celui-ci dispose d’une activité
inhibitrice a I’encontre des bactéries Gram positif et négatif, des micromycétes, de certains

protozoaires et virus (Oelschaeger, 2010).
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1.1.5. Les effets bénéfiques attribués aux probiotiques :
A- Effets de santé chez ’homme :

Ces microorganismes contribuent dans 1’amélioration de la santé intestinale et
influencent positivement le développement et [’activité du systtme immunitaire.
Effectivement, de nombreux effets leur sont attribués (Gareau et al., 2010 ; Gill et Prasad,
2008 ; Moayyedi et al., 2010) :

— L’aide a la malabsorption du lactose due a I’activité lactase bactérienne (de Vrese et
al., 2001) ;

— L’amélioration de la valeur nutritionnelle des aliments ;

— La protection contre les infections gastro-intestinales (diarrhée du voyageur, diarrhée
infantile, diarrhée induite par les antibiotiques,...) (Isolauri et al., 1991 ; McFarland et
al., 1994) ;

— Le traitement des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) (Kruis et
al., 2004 ; Prantera et a/.,2002) ;

— La lutte contre les infections a H. pylori (Nista et al., 2004 ; Wang et al., 2004a) ;

— La stimulation du systéme immunitaire ;

— La lutte contre la constipation ;

— La prévention des infections uro-génitales ;

— Laneutralisation de carcinogénes alimentaires ;

— Laréduction du risque de maladie coronarienne (Ebel et al.,, 2012) ;

De plus, plusieurs travaux ont mis en évidence un effet sur la réduction des symptomes
dus aux infections hivernales dont les plus récents sont ceux de Berggren et al., et Mané et al.,
effectuésen 2011.

B- Effets chez I’animal :

Les effets bénéfiques des probiotiques chez I’animal sont sanitaires et amélioration des
capacités zootechniques :

a. Efficacité sanitaire :

L’effet sanitaire peut résulter d’une augmentation de la résistance de I’écosystéme
digestif a la colonisation microbienne appelé aussi effet barriere, ou d’une stimulation des
défenses immunitaires particuliérement I’immunité locale (Guillot, 1998). Les probiotiques
exercent des activités antibactériennes contre divers bactéries pathogeénes notamment contre
les microorganismes fréquemment responsables d’infections : Salmonella, Campylobacter,
Escherichia coli (Van immerseel et a/l.,2002 ; Van immerseel et al., 2005).En effet, de
nombreuses expériences(principalement portées sur les poulets) confirment les effets des

souches probiotiques notamment les Lactobacillus contre les souches d’E. coliet

-



Chapitre 111 Les Symbiotiques
Salmonella.Ces expériences montrent qu’il serait possible de réaliser une colonisation dirigée
du tube digestif des animaux avec des souches probiotiques a fort pouvoir inhibiteur plutot
que de laisser s’installer naturellement une flore lactique quelconque apportée par
I’environnement ainsi, la microflore complexe exerce une action protectrice contre la
colonisation des pathogénes de type E. coli, Salmonella et Campylobacter.

On cite quelques études mettant en évidence cette efficacité :

— L’administration de la souche J96 d’Enterococcus faecium isolée de I’intestin d’une
poule a des poussins de 30h réduit la croissance de Salmonella pullorum, gallinarum,
Typhimurium et Enteritidis in vitro (Audisio et al.,2000 cité par Van immerseel, 2003.

— L’administration de Lactobacillus salivarius A23 a des poussins nouvellement éclos
permet d’augmenter le poids et de diminuer le taux de pathogénes (coliformes) et
d’augmenter le taux des lactobacilles dans le jabot dés le premier jour d’administration
(Zacconi et al.,1999).

b. Efficacité zootechnique :

L’efficacité zootechniques revendiquée des probiotiques chez I’animal est souvent par
I’amélioration de la croissance (GMQ), de I’indice de consommation (IC) et de I’état sanitaire
voire du bien-étre des animaux établis par la réduction de la fréquence des diarrhées ou de la
mortalité durant certaines phases critiques d’élevage : stress alimentaires (changement de
régime alimentaire, rations riches en concentrés), stress sanitaires (densité des animaux,...).
Concernant la productivité, les données publiées font apparaitre une variabilité importante de
la réponse animale pour le GMQ et pour I’'IC, la réponse relative étant d’autant plus marquée
que les conditions nutritionnelles et sanitaires sont médiocres (Edens, 2003).

Parmi les nombreuses expériences qui confirment ces dires on cite :

— L’addition d’un probiotique a base d’Enterococcus faeciumM-74, a I’eau de boisson
(3g/1001) des poussins durant 6 semaines améliore la croissance des animaux de
10,8% par rapport au lot témoin (Kralik et al., 2004).

— Une supplémentation par Saccharomyces cerevisiae sur des poussins (4,108UFC) a
réduit significativement le taux de mortalité dans le lot trait¢ (Karaoglu et Dardug,
2005).

— L’addition de jus de rumen lyophilis¢ augmente le poids du poulet de chair et améliore
la conversion (Kugukersan et al., 2002).

1.1.6. Cadres législatifs et réglementaires des probiotiques :
Les lois et réglements qui entourent la production et 1’usage des probiotiques sont

variables d’un pays a P’autre et il n’existe actuellement pas de statut particulier pour les
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probiotiques. Au niveau européen, ils peuvent étre considérés selon plusieurs points de vue
(Biard, 2016) :

— Meédicaments lorsqu’ils disposent d’une Autorisation de Mise sur le Marché¢ (AMM) ;

— Compléments alimentaires ou additifs d’un aliment (tel qu’une préparation pour
nourrissons), disposant éventuellement d’une allégation sant¢ ;

— Composants d’aliments diététiques destinés a des fins médicales spéciales (ADDFMS)
lorsqu’ils sont employés dans le cadre d’un régime alimentaire particulier, soumis a
controle médical ;

— Dispositifs médicaux (DM) s’ils bénéficient du marquage CE.

1.2. Les prébiotiques :
1.2.1. Définition des prébiotiques :

L’alimentation a un impact trés important sur la flore intestinale, soit par I’apport des
bactéries exogenes, soit par une modulation exercée par les nutriments. Les prébiotiques sont
des substances alimentaire, indigestibles qui stimulent de maniére sélective la croissance ou
’activité d’une population microbienne bénéfiques qui peut contribuer a I’amélioration de la
sant¢ de I’hote. Les prébiotiques sont généralement composés de fibres, polymeres
glucidiques tels que les oligosaccharides (Nyman, 2002). De telles molécules sont présentes
naturellement dans 1’alimentation. Les galactooligosaccharides retrouvés dans le colostrum et
le lait maternel possédent un effet bifidogene reconnu (Coppa et al., 2004).

Dans le terme prébiotique le préfixe « pro » a été remplacé par « pré » pour exprimer
un «apres » ou « pour » ,Le concept de prébiotique a été formalisé en 1995 par Gibson et
Roberfroid dont les prébiotiques différent des probiotiques par leur nature inerte et par le fait
qu’ils modulent la flore intestinale sans I’apport de bactéries exogenes. Les prébiotiques
ont également un aspect de modulation des activités métaboliques microbiennes influengant
la physiologie de I’hote a travers des activités enzymatiques ou la production de
métabolites actifs , par suite les auteurs ont évolué¢ leur définition initiale de la fagon
suivante: « les prébiotiques sont des ingrédients alimentaires fermentés de fagon sélective qui
induisent des modifications spécifiques a la fois dans la composition et I’activit¢ de la
microflore gastro-intestinale et qui favorisent le bien-étre et la santé de 1’héte» (Roberfroid,
2007).

1.2.2. Criteéres de sélection des prébiotiques :

Un produit sera classer comme prébiotique des qu’il répond aux trois conditions :

o Etre ni hydrolysé, ni absorbé dans le tractus gastro-intestinal.

o Etre sélectif pour un nombre limité des bactéries endogenes.

-
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o Eventuellement inhiber la croissance et atténuer la virulence des pathogénes, et induire
des effets systémiques potentiellement bénéfiques pour la santé.
(Suskovicet al, 2001 ; Ferket, 2002 ; Fooks et Gibson, 2002 ; Gibson et al, 2004).
a- L’indigestibilité

Compte tenu de leur structure chimique, de nombreux oligosaccharides répondent au
premier critére d’indigestibilité. L’indigestibilité des fructooligosaccharides (FOS) et de
I’inuline, les mieux connus parmi les prébiotiques, a été vérifiée in vivo (Chonanet al. 2001 ;
Bouhniket al.2004 ; Cani, 2009 ; Saad et al. 2013) et in vitro (Gilliland, 2001 ; Gibson et al,,
2004 ; Ricardo et al, 2009 ; Morais et al, 2014). Les xylooligosaccharides (XOS) sont
également indigestes, car aucune enzyme digestive ne peut les dégrader (Madhukumar
&Muralikrishna, 2010).

Ces observations sont en accord avec la spécificité connue des enzymes digestives des
mammiferes (o amylase, enzyme pancréatique et différentes hydrolases du tube digestif) qui
sont incapables de digérer les fructanes (Carabin &Flamm, 1999; Cummings et al., 2001).
Tout nouveau prébiotique supposé devrait en fait €tre test¢ au moins in vitro quant a sa
résistance au jus gastrique, aux enzymes pancréatiques et a celles de la bordure en brosse
(Saad et al, 2013).

b- La fermentescibilité des prébiotiques :

Tout glucide qui atteint le caecum est un substrat de fermentation potentiel pour la
microflore du gros intestin. De nombreux résultats confirment que c’est, en effet, le cas des
substances a statut prébiotique reconnu telles que I’inuline et les FOS (Kleessenet al., 2001 ;
Gibson et al., 2004 ; Liu et al., 2014).

Les premicres études menées sur des FOS de 2 a 4 résidus de fructose ont montré qu’ils
¢taient fermentés par les bifidobactéries; alors qu’a I’inverse, E. Coli et Clostridium
perfringens utilisent peu les FOS (Hidaka, 1986 ; Mitsuokaet al., 1987).

Les bacteroides sont capables de fermenter différents prébiotiques. Gibson (1994) a mis
en ¢évidence un phénomeéne de compétition pour la fermentation d’oligofructoses par
Bifidobacterium infantis, E. coli et Clostridium perfringens en co-culture. Les bifidobactéries
manifestent un effet inhibiteur a I’égard des deux autres.

Les fructo- et les xylo-oligosaccharides XOS sont fermentescibles par de nombreuses
espeéces bactériennes; alors que trés peu d’entre elles sont capables de dégrader les
arabinoxylanes. Ce méme auteur rapporte que les oligosaccharides linéaires sont mieux
catabolisés que ceux a chaine ramifiée.

Les bifidobactéries utilisent préférentiellement les oligosaccharides de faible degré de

polymérisation (DP), alors que les Bacteroides utilisent ceux a fort DP. Une «symbiose»
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métabolique liée a la structure de ces glucides existe certainement entre ces deux genres
bactériens. Dans le méme esprit, en 2001, Rycroft et Gibson ont publi¢ une étude comparée
de I’évaluation in vitro des propriétés fermentescibles de différents oligosaccharides
commerciaux a statut prébiotique en utilisant des bactéries fécales. Cette étude présente
I’intérét de pouvoir identifier le meilleur prébiotique pour une modulation souhaitée du profil
de la microflore.

Ainsi, d’apres ces auteurs, si I’on souhaite accroitre le nombre de bifidobactéries, il faut
faire appel a des XOS ou au lactulose comme prébiotique.

c- La modification de la microflore intestinale en améliorant sa composition :

Un produit prébiotique doit permettre d’obtenir une réduction quantitative de la flore
intestinale. Les produits testés doivent pouvoir étre métabolisés par des bactéries
commensales de I’intestin. Les bactéries pathogenes sont incapables d’utiliser les FOS donc
I’environnement devient plus favorable a la croissance des bactéries utiles.

1.2.3. Dose et sécurité :

La dose de prébiotiques ingérée quotidiennement n’induit des effets que de fagon
faiblement dose-dépendante, généralement liés au sujet et a la quantité de bifidobactéries
présentes dans la flore fécale avant le début du traitement (Roberfroid, 2007).

L’ingestion de prébiotique suit a la fermentation dans le colon peut provoquer des
désordres tels que des flatulences, des douleurs abdominales et des diarrhées osmotiques.Ces
désagréments restent cependant limités et liés & une consommation excessive plutdt qu’a la
nature du prébiotique. L’ingestion de 10 g a 20 g d’oligofructose est considérée comme étant
dépourvue d’effets secondaires. Lorsque cette dose est portée de 31 g a 41 g, certains des

symptomes décrits ci-dessus peuvent survenir (Absolonneet al, 1995).
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Tableau3.4 : Les prébiotiques, leurs structures et leurs sources.

Prébiotique Structure source effet Ref
Polysaccharides Prébiotiques
Fructooligosaccharides a-D-Glu [-(1—+2)-p-D-Fru] n, n= 24 Transfructosylanon de  Bf,P| [A]
(FOS) Sac par f-Fru B
C]
Oligofruciose [o-D-Glu -] mB-D-Fru [-(1—2) -p-D-Fru] o, m = 0-1, n= L'hydrolyse enzymatique Bf,P|
1-9 de I'imuline
Inuline a-D-Glu [-(1—2)-p-D-Fru] o, n = 10- 60 Chicorée Bt,P|
Galactooligosaccharides, a-D-Glu-(1—4)-p-D-Gal [-(1—6)-p-D-Gal] n, n = 14 Transgalactosylaton de Bf,P|
Trans- lac par p-Gal
galactosyloligosaccharides
(TOS)
Raffinose (n = 1) et [o-D-Gal-(1=+6)-] no-D-Glu -(1=2)- B-D-Fru, mit n = 1= | Graimes de soja Bt
stachyose (n=2) 2
Oligosaccharides, indigestible mais fermentescible dans le calon
Lactulose p-D-Gal -(1—4)-p-D-Fru Lac (1soménsation | BfP|,
alealine de Glu) PM|
D]l
Lactosucrose p-D-Gal -(1—4)-0-D-Glu -(1—2)-p-D-Fru Lac * Sac B E][F
{transfructosylation de p- ]
Fru)
Glucooligosaccharides Sac + Mal  Bf,
(GOS) (transglucosylation  de | mE|
GIT)
Xylooligosaccharides B-Xyl [-(1=4)-p-Xyl]n,n=1-8 Mais BT,
(X0)
Gentiooligosaccharides B-D-Glu [-(1—6)-3-D-Glu] n, n= 1-4 Sirop de glucose = Bt
(transglycosylation
enzymatique)
Isomaltooligosaccharides u-D-Glu [-(1—-6)-a-D-Glu] n,n= 14 Hydrolyse de lamidon B?
(IMO) (o-Amy—p-Amy + o
Glase)
Maltooligosaccharides o-D-Glu [-(1—4)-0-D-Glu] n, n= 1-6 . Hydrolyse de l'ammdon . pl
(Iso-Amy + a-Amy)
Cyclodextrines [-a-D-Glu-(1—4) -] n, eyclic, n=6-12 Hydrolyse de l'amudon At
(CmGt)
Chito-oligosaccharides [F-GluNAe -(1—4)-]n Chitine (crustacés) Bf.

Polysaccharides comme 'amidon, les hémicelluloses, les pectines et les gommes sont non digestibles mais fermentescibles

Abréviations : Glu = glucose, Fru = fructose, Gal = galactose, Xyl = xylose, Sac = saccharose, p-Gal = 3-
galactosidase, B-Fru = B-fructofuranosidase, GIT = glucosyltransférase, o./ f / Iso-Amy = o/ B / Iso-amylase, +
a-Glase = a-Glucosidase, CmGt = Cyclomaltodextrine-Gluconotransférase, B 1 = bifidogen, P = bactéries de
putréfaction / pathogénes, PM = métabolites de putréfaction, nnE = entérocolite nécrosante néonatale, Atb
=antimicrobien.

[A] G. Kelly, “Inulin-type prebiotics: A review (part 1),” Alternative medicine review : a

journal of clinical therapeutic, vol. 13, pp. 315-329, 2008.
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[B] M. Roberfroid, “Prebiotics: the concept revisited.,” The Journal of nutrition, vol. 137, no.
3 Suppl 2, p. 830S-7S, 2007.

[C] G.-B. Kim, Y. M. Seo, C. H. Kim, and I. K. Paik, “Effect of dietary prebiotic
supplementation on the performance, intestinal microflora, and immune response of
broilers.,” Poultry science, vol. 90, no. 1, pp. 75-82, Jan. 2011.

[D] L. A. Dieleman, M. S. Goerres, A. Arends, D. Sprengers, C. Torrice, F. Hoentjen, W. B.
Grenther, and R. B. Sartor, “Lactobacillus GG prevents recurrence of colitis in HLA-B27
transgenic rats after antibiotic treatment,” Gut, vol. 52, no. 3, pp. 370-376, 2003.

[E] A. A. Guerra-Ordaz, G. Gonzalez-Ortiz, R. M. La Ragione, M. J. Woodward, J. W.
Collins, J. F. Pérez, and S. M. Martin-Orte, “Lactulose and Lactobacillus plantarum, a
potential complementary synbiotic to control postweaningcolibacillosis in piglets.,” Applied
and environmental microbiology, vol. 80, no. 16, pp. 4879-86, Aug. 2014.

[F] F. Gaggia, P. Mattarelli, and B. Biavati, “Probiotics and prebiotics in animal feeding for
safe food production,” International Journal of Food Microbiology, vol. 141, no. SUPPL., pp.
S15- 828, 2010.

1.2.4. Classification des prébiotiques :
A- Les hexoses :

Telles que le fructose, glucose, galactose, mannose et les pentoses tels que le ribose,
xylolose et arabinose sont les monosaccharides prébiotiques les plus importants .le galactose
est disponible sous forme de disaccharides tels que le lactose .cependant le monosaccharide le
plus souvent utilisé comme prébiotique est le mannose.

B- Les disaccharidesnaturels :
Les plus couramment utilisés sont le sucrose, lactose et le maltose.
C- Les oligosaccharides :

Au cours des deux derniéres décennies, beaucoup d’études ont porté sur la production
d'oligosaccharides comme ingrédients alimentaires pouvant procurer un état de bien-étre et de
santé chez le consommateur. C’est pourquoi, une attention particuliére est attribuée a des
types spécifiques de prébiotiques qui sont non carcinogene, indigestibles, de faible pouvoir
calorique et stimulateur du développement du microbiote  gastro-intestinal
(Mussamatto&Mancilha, 2007). Sont produits la plupart de temps par synthése ou par
hydrolyse enzymatique, soit a partir des hexoses mono-saccharidiques, soit par fermentation

de polysaccharides.
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Plusieurs familles d’oligosaccharides ont été testées par méthodes in vitro et sur des
modeles animaux et humains. On peut classer les prébiotiques en deux grands groupes : les
prébiotiques connus, dont certains sont commercialisés, et les prébiotiques émergents.
a- Prébiotiques connus :
o Fructooligosaccharides et inuline

Les Fructooligosaccharidessont des oligoméres de D-fructose associés par des
liaisons B-(1—2) avec un résidu D—glucose en bout de chaine 1ié¢ en a-(1—2). Ils sont obtenus
par réaction d’hydrolyse enzymatique de 1’inuline, mais ils ont également été synthétisés par
transfert de résidus fructosyl de molécules de saccharose par voie enzymatique.

Les FOS existent a I’état naturel chez un certain nombre de plantes dont 1’oignon, la
chicorée, I’artichaut, 1’ail, le topinambour et 1’endive (Cherbut, 2003). La génistéine est
I’isoflavone principale contenue dans le soja. Elle empéche in vitro la croissance des cellules
cancéreuses. La génistéine est dégradée par la microflore de 1’intestin humain, entrainant une
perte de son action anticancéreuse. Des échantillons fécaux ont été prélevés chez des sujets
volontaires sains et ont ét¢ fermentés in vitro en présence d’isoflavones de soja, additionnées
ou non de fructo-oligosaccharides (FOS). La dégradation de la génistéine a été respectivement
de 22, 24 et 26 % au cours des trois essais, en présence de FOS. En revanche, en I’absence de
FOS, la dégradation de la génistéine était de 67, 95 et 93 % au cours des trois essais.
L’addition de FOS a donc préservé la génistéine in vitro. L’utilisation de FOS a en méme
temps permis I’augmentation significative de la quantité de bactéries lactiques, notamment
des bifidobactéries et des lactobacilles.

L’inuline est le plus important des polysaccharides naturels et abondamment présente
dans les racines de chicorée a partir desquelles elle est extraite industriellement. On la trouve
aussi dans les artichauts, les asperges, les topinambours, le blé, les oignons, I’ail, le
poireau et la banane.

L’inuline est un mélange d’oligo- et de polysaccharides essentiellement composés de
fructose. C’est un fructane dont la liaison B (2-1) qui unit les radicaux fructosyl entre eux
n’est pas hydrolysable par les enzymes digestives de I’homme. Elle I’est, au contraire, par
I’enzyme B fructosidase, présente chez les bifidobactéries (Quigley, 2010).

Ce sont les prébiotiques les plus étudiés et leur aptitude a stimuler la croissance de
Bifidobacterium a été établie par de nombreuses études tant in vitro que in vivo. Ils ont été
testés sur des co-cultures a pH contrdlé, ou ils induisent non seulement une stimulation de la
croissance de Bifidobacterium infantis mais aussi inhibent celle d’Escherichia coli et de
Clostridium perfringens. Toujours en test in vitro, leur effet bifidogéne a été¢ mis en évidence

sur des systémes bactériens complexes simulant la diversité microbienne de I’intestin humain.
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Une étude récente, publiée par ROSSI (2005), fait état d’une comparaison de la
fermentation de FOS et d’inuline en cultures pures et inoculum fécal. Cinquante-cing souches
de bifidobactéries ont ¢été testées, la plupart sont capables de fermenter les FOS, mais
seulement huit d’entre elles se développent bien sur I’inuline. En culture sur inoculum fécal,
les FOS et I’inuline affectent la production d’acide gras a chaine courte, le butyrate est le
produit majeur de fermentation de I’inuline, alors que ce sont 1’acétate et le lactate qui sont
majoritairement produits avec les FOS (GENESTIE, 2006).

o Galactooligosaccharides

Egalement connus sous les noms d’oligogalactosyllactose, oligogalactose, oligolactose
ou de transgalactooligosaccharide (TOS). Ce sont des oligomeéres de la forme Glc a-(1—4)-
[B-(1—6) Gal] n, avec n de 2 a 5. Ils sont naturellement présents dans le lait mais également
obtenus par conversion enzymatique du lactose et leur composition varie selon la longueur de
la chaine et le type de liaison entre les unités monomeéres (Gibson, 1998 ; Roberfoid, 2000).

Les (TOS) augmentaient le nombre de bifidobactéries et de lactobacilles mais en outre
diminuaient le nombre d’entérobactéries (GENESTIE, 2006). Chez les nourrissons,
I’utilisation des galactooligosaccharides a montré qu’ils ont un role potentiel dans la
prévention des allergies et la réduction des maladies infectieuses (Arslanoglu et al.,
2008 ; Bruzzese et al., 2009), des symptomes de dysfonctionnement gastro-intestinal et de
la durée de 1’état grippal (Hughes et al, 2011).

o Lactulose

C’est un disaccharide synthétique formé de galactose et de fructose liés en B-(1—4)
dérivé du lactose. Il est connu pour ses effets laxatifs lorsqu’il est pris a fortes doses
(supérieures a 20g par jour). En revanche, a plus faibles doses, il agit en tant que prébiotique
en augmentant le nombre de bifidobactéries alors que le nombre de Clostridium
perfringens, de Bacteroides, de Streptocoques et d’entérobactéries décroit
(Salminen&Salminen, 1997). Il est utilisé dans divers produits alimentaires (lait maternisé,
aliments pour bébés, confiserie, boissons gazeuses, produits laitiers) et pharmaceutiques
(traitement des hémorroides, la constipation chronique, 1I’encéphalopathie hépatique) (Paik et
al., 2005).

o Les pectines :

Les substances pectiques sont des polysaccharides complexes présents en grande
quantit¢ dans les fruits des Dicotylédones et caractéristiques des espaces intercellulaires
(Bruneton, 2009). Elles proviennent de la lamelle et de la paroi des cellules des végétaux
supérieurs. Elles servent de ciment intercellulaire. Elles constituent également la peau des

fruits (orange : 30% ; pomme : 15% ; oignon: 12%) (Bouquelet, 2008). Ce sont des
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polygalacturonanes trés hydrophiles qui constituent la matrice au sein de laquelle on retrouve
les fibres de cellulose de la paroi (Bouquelet, 2008).La structure des pectines comporte une
chaine principale d’unités acide uronique liées en 1-4 et régulierement intercalées (liaisons 1-
2 et 1-4) par des unités rhamnose pour former des coudes. Cet agencement donne des
propriétés particulieres aux pectines telles que la stabilit¢é chimique et la résistance a des
températures supérieures a 100°C. Certains microorganismes producteurs de pectine lyase
sont pectinolytiques.

Les pectines sont abondantes dans les fruits charnus immatures. D’abord insolubles,
elles assurent une certaine rigidité aux tissus, puis sont dégradées en sucres et en acides au
cours du miurissement. Elles sont obtenues par extraction a partir de pulpe résiduelle de
citrons et de pommes. L’acide pectique est insoluble dans 1’eau et I’hydrosolubilité¢ augmente
avec I’accroissement du degré de polymérisation (Bruneton, 2009).

b- Prébiotiques émergents :

Plusieurs causes sont a 1’origine du développement de nouveaux prébiotiques : tout
d’abord les progres réalisés dans les processus de production puis les développements des
biotechnologies et de la génétique moléculaire et par la suite la recherche de diversification
des voies de valorisation de certains produits naturels, déchets de 1’agriculture. Parmi les
prébiotiques émergents on peut citer : les isomaltooligosaccharides (IMO), les
oligosaccharides de soja (SOS) et les xylooligosaccharides (XOS). On ajoutera, dans une
moindre mesure en termes de travaux d’expertise, les glucooligosaccharides et les
pectioligosaccharides. Il a également été avancé que les amidons résistants pouvaient entrer
dans cette catégorie (GENESTIE, 2006).

o Isomaltooligosaccharides (IMO)

Ils sont constitués de résidus glucose liés en a-(1—6). Leur production industrielle fait
appel a ’action d’a-amylase, de pullulanases et d’a-glucosidases sur I’amidon de mais. Tous
les IMO testés sur des cultures bactériennes pures induisent un accroissement de la plupart
des bifidobactéries a I’exception de Bifidobacteriumbifidum. RYCROFT en 2001 a montré
qu’avec les IMO de DP moyen égal a 2, le nombre de bifidobactéries augmentait apres 24h de
culture en batch ainsi que la concentration en acide lactique et lactate.

Les résultats d’études in vitro réalisées avec des produits commerciaux vont dans le méme
sens quant a I’effet bifidogéne, mais une 1égére augmentation des Bacteroides est également

observée (GENESTIE, 2006).

.
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o Oligosaccharides de soja (SOS)

Les deux principaux oligosaccharides extraits du soja sont le trisaccharide raffinose et le
tétrasaccharidestachyose, ils sont constitués de résidus glucose, galactose et fructose. Les tests
in vitro et in vivo conduisent au méme constat d’un effet bifidogéne, avec dans certains cas
une décroissance concomitante non seulement des Bacteroides et Clostridiamais aussi de
certains métabolites toxiques (GENESTIE, 2006).

o Xylooligosaccharides (XOS)

Les XOS sont constitués de formes oligomériques de résidus xylose liés en B-(1-4), et
comportent également les arabinoxylanes (AXOS) qui peuvent étre eux-mémes différemment
substitués selon 1’origine et les procédés d’obtention Les XOS sont essentiellement obtenus
par hydrolyse des hétéroxylanes constituant les parois cellulaires végétales, en particulier
celles des céréales comme les sons d’avoine et de blé (Madhukumar &Muralikrishna, 2010).

Les aliments a base de son d’avoine ont fait I’objet de plusieurs investigations,
particuliérement en raison de leur contenu en B-glucanes, éléments structuraux d’une fibre
soluble présente en grande quantité dans cette céréale. Ces fibres favorisent I’excrétion fécale
du cholestérol en diminuant sa synthése hépatique, ce qui contribue une réduction
significative, de la cholestérolémie par un mécanisme d’action probablement li¢ a la
viscosité du B-glucane, qui interférerait avec la réabsorption des acides biliaires (Truswell,
2002).

L’une des activités les plus importantes des XOS est leur effet bifidogéne.

Ils semblent encore mieux répondre que les FOS et les IMO au tout premier critere de
définition d’un prébiotique, a savoir sa non digestibilité. En effet ils ne sont pas du tout
dégradés par aucune enzyme digestive alors que certains FOS et la plupart des IMO subissent
une digestion partielle dans I’intestin gréle.

o Les lipides et les protéines :

On peut considérer certains peptides, protéines et lipides comme des prébiotiques,
conférant un caractére d’indigestibilité grace a leur structure chimique (Cherbut, 2003).

Les peptides courts sont des candidats prébiotiques hydrosolubles pouvant former des
structures plus ou moins stables avec les ions Mg2+ (Guliket al., 2009 ; Garcia et al.,
2014).certains acides gras pourraient avoir aussi les mémes propriétés en modifiant
positivement 1’équilibre du systéme gastro-intestinal au profit des bactéries bénéfiques
comme les probiotiques. Parmi ces acides gras, les acides linoléiques conjugués (ALC) et plus
précisément les deux isomeres 18:2 cis-9, trans-11 et 18:2 trans-10, cis-12, sont associés a une
multitude d’effets bénéfiques pour la santé comme une activité anti-tératogéne, une activité

anti-adipogénique (Racine et al., 2010), une activité anti-inflammatoire (Bassaganya-Rieraet

.
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al., 2012), une activité antidiabétique (Rubin et al. 2012) et enfin une activité anticancérogene
(Biatek and Tokarz, 2013).

o Les sons des céréales :

Les sons de céréales sont des coproduits de minoterie représentant avec la farine et le
germe, I'une des trois fractions de la mouture. Selon les conditions de broyage, le son est
issu des parties externes du grain, alors que la farine et le germe proviennent respectivement
de I’endosperme et de I’embryon.

Le son est constitu¢é du péricarpe qui regroupe les enveloppes périphériques : un
tégument séminal qui correspond a I’enveloppe de la graine et une couche a aleurone qui
se situe entre I’endosperme et les enveloppes périphériques. Le son est de plus généralement
contaminé par des fragments d’endosperme qui ne se sont pas détachés lors du broyage.

Le son de blé contient de nombreux ¢léments nutritifs (vitamines et minéraux). Il est
riche en fibres alimentaires (hémicellulose, cellulose), protéines, vitamines (surtout du groupe
B) et sels minéraux (calcium, magnésium, phosphore) (Gullonet al., 2014).

Le son de blé est composé majoritairement de fibres cellulosique insoluble, aide a la
digestion or que la perte de poids. Il aussi permet de réduire le taux de cholestérol.

Le son d’avoine renferme des protéines et des minéraux comme le manganese, le
magnésium, le fer et le sélénium, et il est considéré comme une bonne source de vitamines

(vitamine B1 et BS) (Marlettet al, 2002).

L'exemple du grain de bl tendre :

Pamande Le germe Le son

Figure3.9 : Illustrationd’un grain de blé.

o Les légumes comme source de prébiotiques :
— La chicorée :
C’est un légume appartenant a la grande famille des astéracées. Le genre Cichorium
comprend deux espeéces cultivées (figurel0) - Cichorumintybus et Cichorumendivia. Ses
vertus thérapeutiques sont concentrées dans les parties aériennes récoltées avant 1'ouverture

des fleurs, dans les racines et parfois, dans les graines récoltées a 'automne. On la retrouve

g
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dans diverse préparation traditionnelle telle que sirops vermifuges.On l'a souvent utilisée pour
des cures printanicres de nettoyage de I'organisme.

Riche en fibres et en minéraux, la chicorée favorise le transit et contribue a 1’équilibre
de la flore intestinale. Elle contient du phosphore, du magnésium, du potassium et beaucoup
de fer. C’est pourquoi elle est recommandée pour combler la carence en ce minéral durant
la grossesse. Considérée comme une plante tonique et fortifiante, elle permet d’améliorer la
santé générale de I’organisme. Grace a sa concentration en principes amers, elle favorise la
digestion et stimule 1’appétit.

Les principes actifs d’intérét présents dans ces 1égumes sont les composés phénoliques,
les caroténoides et les fructanes. Les phénols et les caroténoides sont de puissants
antioxydants. La quercétine et le kaemphérol sont les principaux flavonoides de la chicorée.
Elle contient aussi des acides phénoliques (les acides féruliques et caftarique) (Arabbietal.,
2004).

La consommation d’aliments riches en caroténoides serait reliée a un risque moindre de
développer certains cancers. La chicorée sauvage, crue ou cuite, contient des quantités
intéressantes de lutéine et de béta-caroténe (Stahl &Sies, 2005).

En revanche, elle ne remplace pas les probiotiques. Elle ne fait que faciliter le développement

et 'équilibre de la flore intestinale.

—  Chicorée scarole
Cichorium
endivia

L—  Chicorée frisée
Chicorée

Cichorium
— Chicorée 4 café (boisson)

Cichorium | — Witloof (endive blanche et rouge) —

intybus
Chioggia
Chicorée rouge IE Trévise
Vérone

Pain de sucre
L— Chicorée verte |:

Barbe de capucin

ctif Mémento Fruits et légumes

Figure3.10 : Variétés de chicorée.
(http://biologie.enslyon.fr/ressources/Biodiversite/Documents/la-plante-du-mois/chicoree-et-
endive.2012)

— L’artichaut :
(Cynarascolymus) est ¢galement un légume riche en polyphénols I’'un des aliments

les plus riches en fibres, solubles et insolubles, ce qui le rend efficace pour réguler le transit,
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prévenir la constipation, réduire le risque de cancer du colon et réguler 1’appétit. Il renferme
aussi de I’inuline; une fibre soluble particuliérement intéressante. Elle favorise la croissance
des bactéries bénéfiques de D'intestin (bifidobactéries) et un excellent prébiotique en
rééquilibration microbiote, pierre d’angle de notre santé et de notre immunité, et en
améliorant ’absorption de certains nutriments. Certaines études suggérent aussi une action
bénéfique de I'inuline pour réguler les lipides sanguins ou controler la glycémie, ce qui
pourrait étre utile pour prévenir le diabéte de type 2. Chez certaines personnes, cette fibre peut
en revanche étre responsable de flatulences ou de ballonnements.

Tableau3.5 : Contenu (en % : P/P) en fibres prébiotiques de quelques végétaux a

consommation courante (Alanna et al., 1999).

Alimentation Fibres en % (P/P)

chicorée crue 64,6
topinambour cru 31,5
pissenlit vert cru 243
ail cru 17,5
poireaux crus 11,7
oignon cru 8,6
oignon cuit 5
asperges crus 5
Le son de blé cru 5
Le total de la farine de blé 4.8
Banane 1

1.2.5. Mécanismes d’action des prébiotiques:

Les prébiotiques peuvent influencer 1’organisme de deux fagons, ils peuvent étre
utilisés de maniére indirecte comme substrat pour certaines bactéries commensales et les
produits de cette fermentation ce qui permet d’augmenter la production de certains acides
organiques et acides gras volatils qui peuvent ensuite influencer les différents processus
moléculaires et cellulaires des tissus de 1’hote (Roberfroid, 2007).

De nouvelles recherches suggérent que les prébiotiques peuvent agir de maniére directe
en se fixant sur les récepteurs des cellules cibles.

A- Les effets indirects des prébiotiques sur I’organisme :

Les prébiotiques ne sont pas des organismes vivants mais les nutriments servant de

«nourriture» aux probiotiques (flore intestinale bénéfique) (Roberfroid, 2001). En ingérant

des fibres prébiotiques spécifiques, on peut ainsi favoriser la multiplication et 1’activité¢ des

.
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microorganismes bénéfiques pour I’hote, la production d’acides gras a chaine courte exerce
plusieurs effets bénéfiques sur la santé. Par exemple, les prébiotiques contribuent a rendre le
microbiote intestinal plus sain, car ils stimulent la production de bifidobactéries et de
lactobacilles et inhibent la croissance des populations de bactéries pathogeénes en réduisant le
pH fécal par la production d’acides gras a chaine courte (Carlson ef al.,2018 ; Voreadeset al.,
2014) Ils favorisent également la maturation du systéme immunitaire et améliorent I’'immunité
en renforcant la fonction de la barriére intestinale. Un acide gras a chaine courte, le butyrate,
est particulierement bénéfique, en raison de ses propriétés anti-inflammatoires, anti-oxydantes
et anti-carcinogénes dans le colon (Slavin, 2013). Les prébiotiques remodélent I’homéostasie
microbienne de l'intestin en augmentant la sécrétion d’AGCC par le microbiote. En particulier
l'acétate et le butyrate améliorent la tolérance orale et protégent de l'allergie alimentaire
en augmentant l'activité rétinal déshydrogénase des DC CDI103+. Cette protection
dépend de la vitamine A présente dans I’alimentation. Ce régime alimentaire stimule
¢galement la production d'IgA impliquées dans la tolérance. Les souris dépourvues du GPR43
ou du GPR109A, récepteurs pour les AGCC, présentent une allergie alimentaire exacerbée et
moins de DC CD103+. A c6té de ces sucres a petites chaines, des polyméres de grande taille
comme la gomme d’acacia sont aussi considérés comme prébiotiques. En effet la gomme
d’acacia est une fibre qui stimule la prolifération des bactéries productrices d’acide lactique in
vitro et augmente la concentration fécale des bifidobactéries chez ’homme sans affecter les
concentrations des anaérobies totaux.
B- Les effets directs des prébiotiques sur I’organisme :
a- La modulation du microbiote:

Les prébiotiques sont principalement connus pour leur impact sur la modulation du
microbiote intestinal. Plus que la composition, c¢’est surtout le nombre de bactéries qui est
modifié. Il est admis que les bactéries des taxons Lactobacille et Bifidobacterium sont
significativement plus représentés a des doses moyennes de 5- 8 grammes/jour de
prébiotiques. L'expansion des bactéries bénéfiques empéche 1’implantation des bactéries
pathogenes et réduit le nombre de certaines bactéries commensales par effet de compétition
(Slavin, 2013 ; Vandeputteet al.,2017). Hopkins et son équipe ont montré que la croissance
des Bifidobactéries suite a la consommation de prébiotiques est corrélée avec une
diminution de la population de Clostridium difficile (Vandeputteet al, 2017 ). Dans un
deuxiéme temps, les bactéries vont ¢également augmenter leur production de peptides

antimicrobiens empéchant la colonisation de I’épithélium intestinale par les pathogénes

(Kawai ,2011).
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b- L’interaction avec les cellules épithéliales :

Lors de I’ingestion de prébiotiques, les oligosaccharides pénétrent dans 1’intestin. Ils
entrent alors en contact direct avec les cellules épithéliales. Lors de I’étude in vitro de I’effet
anti-inflammatoire des prébiotiques sur des lignées d’entérocytes, Zenhomet al., ont mis
en ¢évidence la fixation des oligosaccharides aux récepteurs «peptidoglycane recognition
protein (PGIYRP)». Cette liaison inhibe I’expression de cytokines pro-inflammatoires et la
translocation du facteur NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells) dans le noyau. L’effet anti- inflammatoire est médié par la signalisation de PPARYy
qui induit I’expression de PGIYRP3 produisant un effet anti-inflammatoire. De plus 1’ajout de
prébiotiques au milieu de culture augmente la production de cytokine (IL-8) et de chimiokines
(CCL1 et CXCL2, CXCL1) par la liaison du TLR4 (Zenhom, 2011). En effet, les cellules
¢épithéliales des souris déficientes en TLR4 ont une réponse nettement diminué aux
prébiotiques. Les prébiotiques sont donc des agonistes du TLR4 (Capitan-Canadas F et
al.2014). Une troisiéme étude a permis de mettre en évidence les interactions entre les cellules
épithéliales et les DC via le prébiotique. L’ajout de prébiotique dans le milieu de culture de
DC ne modifie pas leur sécrétion. Par contre, I’ajout de surnageant de culture de cellules
¢épithéliales incubées avec des prébiotiques sur des DC augmente le ratio de sécrétion IL-
10/IL- 12 par les DC. Cela suggere que les prébiotiques induisent des DC tolérogénes et que
I’effet immunomodulateur induit par les prébiotiques est médié par les molécules sécrétées
par les cellules épithéliales. Les molécules secrétées par les cellules épithéliales et les
DC au contact des prébiotiques jouent aussi un rdle sur la stimulation des lymphocytes
T CD4+. Les GOS sont capables d’augmenter la sécrétion de I'IL-10 par les T
régulateurs. L’inuline quant a elle, diminue la réponse T CD4+ de type TH2 (Bermudez-
Britoet al.,2015). Dans le cadre d’une étude sur les symbiotiques, De Kivit et ses collégues
ont montré que Il’ingestion de prébiotiques GOS/FOS seuls ou combinés avec
Bifidobacteriumbreve M-16V, induit une sécrétion de galectine-9 par les cellules épithéliales
de l’intestin. La sécrétion de galectine-9 diminue la dégranulation des mastocytes et
favorise les réponses THI1 et T régulatrice. Cependant a ce jour, les mécanismes
d’interaction des prébiotiques avec les DC ou les lymphocytes T ne sont pas bien élucidés (De
Kivitet al., 2012 ; De Kivitet al., 2017). L’ensemble de ces études montrent que les
prébiotiques peuvent entrer directement en contact avec les cellules de 1’épithélium
intestinal sans passer par le microbiote. Par la voie de signalisation du TLR4, et des
PGIYREP ils induisent une sécrétion de cytokines anti- inflammatoires influengant le profil
des cellules avoisinantes comme les cellules immunitaires sous-jacentes. En plus du

contact avec les cellules épithéliales, les GOS et FOS sont capables de franchir la
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monocouche de cellules épithéliales in vitro ce qui indique qu’ils pourraient entrer en contact
avec les cellules immunitaires se trouvant dans 1’épithélium intestinal et induire
potentiellement d’autres effets (Eiweggeret al.,2010).

c- L’interaction avec les cellules du systéme immunitaire :

Certains prébiotiques semblent étre absorbés au niveau de la barriére intestinale et
peuvent se retrouver ainsi en contact avec les cellules du systéme immunitaire circulantes.
L’inuline et les FOS induisent la sécrétion d’IL-10, de CCL1 et du TNFa (tumornecrosis
factor o) par les monocytes sanguins. Cette sécrétion est due a 1’activation de la voie NF-kB
par la liaison du récepteur TLR4 activant la voie des MAPK (mitogenactivatedprotein kinase)
et PI3K (phosphatidylinositol-3-kinases). Au contraire les FOS et I’inuline n’ont pas
d’impact significatif sur la sécrétion de cytokines par les lymphocytes T (Fujitaniet al.,
2007 ). Sur les DC issus de monocytes sanguins humains, les GOS et FOS induisent une
sécrétion d’IL-10 stimulée par la liaison du TLR4. Au contraire, IL-12 n’est pas détectable.
L’augmentation de la sécrétion d’IL- 10 par les DC va avoir pour conséquence d’induire des
lymphocytes T régulateurs (Lehmann et al.,2015). Ces études montrent que les prébiotiques
ont un effet anti-inflammatoire sur les DC via la liaison des prébiotiques au TLRA4.
L’interaction des prébiotiques avec les cellules immunitaires n’est pas totalement comprise,
mais il est évident que les prébiotiques peuvent orienter les réponses THI1, TH2 et T
régulatrice. Les effets tolérogénes et la modulation de flore commensale suite a I’ingestion de
prébiotiques est encourageante pour prévenir le développement des allergies. Notamment, la
mise en place d’une stratégie nutritionnelle contenant des prébiotiques semble une possibilité
intéressante a envisager. Plusieurs modéles précliniques et cliniques sont déja publiés.

1.2.6. Les effets bénéfiques des prébiotiques :
A- L’impact des prébiotiques sur la flore intestinale :

Les prébiotiques les plus utilisés actuellement sont les oligosaccharides (Delzenne,
2003) et les gommes.

Les oligosaccharides sont des oligoméres d’hexoses. Ce sont des produits
alimentaires avec des propriétés nutritionnelles intéressantes. Ils peuvent E&tre
naturellement présents dans la nourriture, surtout dans les fruits, les 1égumes ou les céréales,
ou produits par biosynthése a partir de sucres ou de polysaccharides naturels et additionnés a
des produits alimentaires pour leurs caractéristiques organoleptiques ou leurs propriétés
nutritionnelles. L’apport alimentaire en oligosaccharides est difficile a estimer mais il est
compris entre 3 & 13 grammes par jour, en fonction notamment de I’dge et de la
pratique alimentaire. Les oligosaccharides résistent aux réactions enzymatiques se

produisant dans I’estomac et la partie supérieure de I’intestin. Ils deviennent ainsi les

.
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substrats d’espeéces bactériennes intestinales capables d’hydrolyser spécifiquement les
oligosaccharides en acides gras a chaines courtes (acétate, lactate, propionate, butyrate) par
fermentation. La production d’acides gras a chaines courtes dans le colon est un processus
dynamique qui varie avec le type d’oligosaccharides, la durée du traitement, la composition
initiale de la flore et du régime alimentaire dans lequel ils sont incorporés.

Les effets sur la microflore intestinale de 1’absorption de biscuits contenant des
fructooligosaccharides (FOS) ont été¢ évalués chez 31 sujets adultes en bonne santé.
L’étude s’est déroulée en double aveugle contre placebo. On note que la croissance des
Bifidobacterium a ¢été significativement augmentée par la consommation de biscuits
contenant des FOS, puisqu’on les retrouve en trés grande quantité dans les féces des sujets

ayant consomme¢ des biscuits enrichis en prébiotiques (Gibson, 2004).
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Figure3.11 : Illustration des effets de biscuits contenant des prébiotiques sur les bactéries
prédominantes de la microflore intestinale adaptée de Gibson et Rastall, 2004.

La gomme de guar partiellement hydrolysée (PHGG) est aussi utilisée (Slavin, 2003).
C’est une fibre alimentaire soluble dans 1’eau. Elle est issue d’une plante
Cyamoposistetragonolobus, originaire de I’Inde et du Pakistan. Depuis les années 1950, les
graines de guar ont été transformées en gomme de guar et sont employées comme additif.
Les fibres servent de substrat aux bactéries intestinales anaérobies et générent par
métabolisation des acides gras a chaines courtes, qui servent d’énergie aux cellules
intestinales. PHGG, comme les autres fibres alimentaires, permet notamment d’augmenter les
concentrations en bifidobactéries dans I’intestin. Les bifidobactéries sont capables de réduire

le contenu intestinal en lipopolysaccharides et d’améliorer I'intégrit¢é de la muqueuse

.
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intestinale. Les derniers travaux permis de confirmer ’origine et le réle de la modification
sélective de la flore intestinale dans le développement des désordres métaboliques induits par
une dicte hyperlipidique. En effet, les chercheurs montrés que restaurer le nombre de
bifidobactéries de souris ayant recu une diete hyperlipidique a 1’aide de prébiotiques
permettait de controler I’augmentation des taux de lipopolysaccharides plasmatiques (figure
12). L’augmentation sélective des bifidobactéries est corrélée a une normalisation du tonus
inflammatoire, une amélioration de la tolérance au glucose et de la sécrétion d’insuline induite
par le glucose (Caniet al.,2007). Donc ces dernicres données démontrent que la flore
intestinale pourrait étre une cible intéressante afin de maintenir ou restaurer des fonctions
métaboliques normales.
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Figure3.12 : Modification de la flore intestinale aprés ingestion d’une alimentation
hyperlipidique et mécanismes associés au développement de I’inflammation, du diabete et de
I’obésité. Adaptée de Caniet al., 2007.

La théorie du lipopolysaccharide (LPS). L’ingestion d’une alimentation riche en lipides
modifie la composition de la flore intestinale (1), avec plus particuliérement une diminution
des bifidobactéries (2). Cette modification de la flore intestinale est associée a une
augmentation des taux de LPS plasmatique (3). Le LPS aprés liaison a son récepteur
complexe CD14/TLR4, stimule la synthése et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
qui participent au développement de I’insulinorésistance. LPS : lipopolysaccharides.

Une modulation de la flore intestinale en faveur des bifidobactéries pourrait aussi étre
associée a une régulation de la production de peptides intestinaux impliqués dans la gestion de
I’appétit, de la sécrétion/sensibilité a I’insuline, de la glycémie et du poids corporel. En effet,
I’ingestion de prébiotiques de type fructanes augmente la production endogene de peptides

comme le glucagon-like peptide-1 (GLP-1), le glucose-dépendent insulinotropic peptide
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(GIP) et le peptide Y'Y, et diminue les taux plasmatiques d’une hormone orexigene la ghréline
(Caniet al., 2005; Caniet al., 2006), (Delzenneet al, 2004 ; Delzenneet al., 2005)
(Figure3.12).

Les produits du catabolisme bactérien des fructanes - tels que le butyrate - interviennent
dans I’augmentation de la production de GLP-1 par les cellules endocrines du célon. L’impact
d’autres métabolites bactériens sur les centres périphériques et hypothalamiques de contrdle
de I’appétit pourrait constituer une voie intéressante d’investigation. En peut pas exclure qu’il
puisse exister un lien entre le facteur inflammatoire dérivé de la flore intestinale, le
lipopolysaccharide et la production endogene de peptides gastro-intestinaux tel que le GLP-1.
L’amélioration des paramétres inflammatoires associés a la fois aux modifications de la flore

intestinale et aux désordres métaboliques mérite d’étre étudiée plus particulierement.
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Figure3.13 : Modification de la flore intestinale par les prébiotiques et effets physiologiques.
(Role des bifidobactéries, et des peptides gastro-intestinaux).

L’ingestion de fibres fermentescibles de types prébiotiques augmente de facon
significative et sélective le contenu en bifidobactéries dans I’intestin. Ceci s’accompagne
d’une baisse des taux de LPS plasmatiques et d’une diminution de I’inflammation. Par
ailleurs, la fermentation des prébiotiques augmente le nombre de cellules L intestinales et
leurs produits de sécrétion - GLP-1 et PYY - tous deux impliqués dans la régulation de
I’homéostasie glucidique et de la satiété. LPS : lipopolysaccharides ; GLP-1 : glucagon-like
peptide-1 ; PYY : peptide YY.

B- La prévention du cancer :
Récemment, par la technique de séquencage métagénomique ou séquengage de I’ARN

ribosomal 168, trois équipes ont indépendamment montré que les patients atteints de cancer
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du poumon non a petites cellules, de carcinome rénal ou de mélanome métastatique pouvaient
étre stratifiés par les criteres RECIST2 version 1.1 en «répondeurs» et «non-répondeurs» aux
ICI (Les ICI ciblent le répertoire et 1’activité des cellules immunitaires de 1’hote et induisent
des réponses antitumorales effectrices efficaces) selon la composition de leur microbiote
intestinal et 1’abondance de certaines bactéries (Le Chatelier et al. ;Gopalakrishnanet
al. ;Matsonet al., 2018).

Dans le but de transformer les patients non-répondeurs aux ICI en répondeurs, Matson
et ses collégues ont montré que 1’administration d’un prébiotique, I’extrait de canneberge (ou
grande airelle rouge), a des souris obeses permettait d’augmenter le taux d’A.
muciniphiladans leur microbiote intestinal et diminuait I’insulinorésistance et la stéatose
hépatique (Anhé FF Nachbar RT Varin TV et al.2017), avec Des traitements probiotiques des
cancers, ou oncomicrobiotiques, consisteraient a administrer des bactéries encapsulées,
vivantes ou atténuées, spécifiques du phénotype de répondeurs a des patients non-répondeurs.
L’étude SYNCAN a testé I’effet de 1’oligofructose associé a deux souches de probiotiques sur
des patients a risque de développer un cancer du colon. Les résultats de 1’étude suggerent
qu’une préparation synbiotique peut diminuer I’expression des biomarqueurs pour le cancer
colorectal.

L’addition de 5 a 15 % d’inuline ou d’oligofructose au régime alimentaire baisse
I’incidence des tumeurs du gros intestin (Vergheseetal.,2002), des tumeurs mammaires et
leurs métastases pulmonaires chez les rats et les souris (Roberfroid, 2002). Cet effet était
encore plus prononcé quand une combinaison de prébiotiques et de probiotiques a été
administrée (Pietro Femiaet al., 2002). Le principal mécanisme de ces effets est li¢ a la
production d’acides gras a chaine courte au cours de la fermentation des prébiotiques qui
cause une baisse du pH et la modulation de la flore intestinale, en particulier la stimulation de
bactéries fermentatrices des glucides, ce qui provoque une diminution de Ila
concentration des produits de la putréfaction, des substances génotoxiques, toxiques, et
mutagenes, ainsi que la baisse des acides biliaires secondaires et d’autres facteurs
cancérigenes (Roberfroid, 2002) .Elles semblent empécher la formation des tumeurs bénignes
— les polypes — qui sont a I’origine des tumeurs cancéreuses.

C- Les prébiotiques en tant que stratégie de traitement et de prévention des
allergies :

Les prébiotiques n’ont pas d’effet immunogene direct. Cependant, ils peuvent, en
agissant sur la flore intestinale, moduler indirectement différents paramétres du systéme
immunitaire, pouvant par exemples agir sur 1’activit¢ des cellules NK «Natural Killer»,

sur la sécrétion d’interférons et la prolifération des lymphocytes.

.



Chapitre 111 Les Symbiotiques
a- Chez I’homme :

Une cohorte italienne de nourrissons, ayant des antécédents parentaux d’eczéma
atopique, de rhinite allergique ou d’asthme, a été observée pour évaluer I’efficacité des
prébiotiques dans la prévention des allergies (Arslanogluet al., 2008 ; Moro et al., 2006). Les
prébiotiques testés correspondaient a un mélange de GOS et d’inuline inclus dans une formule
hypoallergénique contenant des protéines du lactosérum de lait de vache hydrolysées. Les
nourrissons ont ét¢ nourris avec la formule GOS et inuline pendant 6 mois, et les symptomes
liés a I’allergie ont été évalués au cours des 6 premiers mois de vie (Moro et al., 2006), puis
18 mois apres la fin de la supplémentation en prébiotiques (Arslanogluet al., 2008).

A I’age de 6 mois et de 2 ans, I’incidence des maladies allergiques a été sensiblement
réduite chez les enfants alimentés avec la formule GOS et inuline (Arslanogluet al.,2008 ;
Moro et al., 2006). Chez les nourrissons traités pendant 6 mois, il a été observé une
augmentation des bifidobactéries dans les féces et une baisse du taux d’IgG1, d’IgG2, d’IgG3
totales et du taux d’IgE spécifiques des protéines du lait de vache (Moro et al., 2006). Ainsi,
une intervention nutritionnelle précoce avec les prébiotiques semble efficace pour orienter le
systéme immunitaire de I’enfant vers des voies potentiellement protectrices de ’allergie. De
plus, cet effet préventif semble étre préservé a long terme, méme lorsque la supplémentation

en prébiotiques a été arrétée.
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Figure3.14 : Mesure de I’incidence de la dermatite atopiqueaprées ingestion de prébiotiques.
Adaptée de Moro et al.et Arch Dis Child, 2006.

En conclusion, la stratégie des prébiotiques semble trés prometteuse dans la prévention
de I’allergie, car toutes les études réalisées chez 1’animal et chez I’homme ont montré des
résultats encourageants. Cet effet protecteur pourrait étre dii a I’induction par le prébiotique
d’une prolifération accrue de certains genres bactériens autochtones capables d’interagir avec
la barriére intestinale et le systéme immunitaire pour moduler la réponse allergique. La
naissance et I’allaitement sont des périodes cruciales pour I’implantation du microbiote. Ainsi,

agir pendant cette fenétre de temps avec des prébiotiques constituerait une stratégie tres

.
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efficace pour modifier et orienter le microbiote vers un écosystéme équilibré et protecteur des
allergies.

b- Chez I’animal :

Benaoumeret al. (2016) ont examiné la possibilité de diminuer le risque des allergies,
chez des souriceaux Balb/c par administration de prébiotiques aux meres pendant la gestation
et aux souriceaux en post-sevrage. Les chercheurs ont utilisé des souris Balb/c gestantes
répartis en deux lots. Un lot témoin gavé avec une solution physiologique saline et un lot
expérimental gavé d’un mélange de prébiotiques 1’inuline et le FOS et cela pendant toute la
période de gestation, apres sevrage les souriceaux de chaque lot sont répartis en deux groupes,
le premier immunisé et gavé avec des prébiotiques et le deuxiéme immunisé et non gavé et
cela pendant 35 jours. A la fin de I’expérimentation, la perméabilité intestinale a été
déterminée sur des segments intestinaux en Chambres de Ussing.

Les résultats indiquent que la différence du courant de court-circuit ainsi que la
conductance ou la résistance de tissu chez les souriceaux intubés par les prébiotiques et
immunisés a la -lg sont nettement diminuées par rapport a celles des souriceaux non traités et
immunisés a la -lg et ces diminutions sont plus importantes lorsque les mamans sont aussi
supplémentées de prébiotiques. L’exposition aux prébiotiques pendant la période périnatale et
post sevrage a renforcé la fonction barriere de leur intestin en diminuant nettement sa
perméabilité.

On conclut que les prébiotiques semble étre une alternative trés prometteuse en ce qui

concerne la prévention d’allergie alimentaire.
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Figure3.15 : Hypothese sur les effets potentiels des prébiotiques. Adaptée de Benaoumer et
al., 2016.




Chapitre 111 Les Symbiotiques
Selon I’hypothése hygiéniste, un lien probable existe entre la modification du
microbiote et la survenue des allergies. Une modification de la composition et/ou de 1’activité
du microbiote exercée par des prébiotiques pourrait d’une part, renforcer la barriére intestinale
et d’autre part, orienter le syst¢tme immunitaire vers des voies de tolérance et ainsi prévenir
certaines allergies alimentaires (Benaoumer et al., 2016).
D- La stimulation de I’absorption des minéraux et des oligoéléments :

Les effets bénéfiques des probiotiques sur I’absorption des minéraux ont ¢été
démontrés chez les humains (Abramset al., 2005) ; (Cashman, 2006) , les rats (Ohta, 2006)
(Morohashiet al., 2005) et les porcs (Jolliff and Mahan, 2012) . La baisse du pH dans le tube
digestif due a I’administration des prébiotiques améliore I’absorption du calcium, du fer, et du
magnésium dans le gros intestin. Ceci est probablement di & une meilleure solubilité des
minéraux. Il a ét¢ démontré sur des modeles d’ostéoporose chez des rats ovariectomies,
que la consommation des prébiotiques favorise la minéralisation osseuse, et inhibe la
dégradation osseuse induite par une déficience en cestrogénes (Ohta et al.,1998) . Les
effets bénéfiques sur I’absorption du calcium et la minéralisation osseuse ont été également
démontrés chez les porcs (Jolliff and Mahan, 2012). Yasudaet al. en 2009, ont démontré
que la supplémentation de I’alimentation porcine avec de 1’inuline améliore 1’expression des
genes codant des protéines de stockage du fer.

E- La propriétéimmunomodulatrice des prébiotiques :
a- Encéphalopathie hépatique :

Des prébiotiques comme le lactulose sont communément utilisés dans la
prévention et le traitement de la cirrhose. Une encéphalopathie hépatique minime a
répondu & une préparation symbiotique (quatre souches probiotiques et quatre fibres
fermentables, incluant I’inuline et I’amidon résistant) chez 50% des patients traités pendant 30
jours.

b- Traitement de la dermatite atopique par prébiotiques et symbiotiques : (étude
comparative randomisée chez I’enfant de plus de 2 ans)

Etude monocentrique prospective randomisée en double aveugle réalisée dans le service
de Dermatologie de Nice de mars 2003 a juin 2004 chez des enfants présentant une DA de
SCORAD supérieur a 14 montre que ’utilisation des symbiotiques (probiotique : 1,2 u 109
CFU de Lactobacillus rhamnosus + préparation prébiotique contenant essentiellement du
lactose) peuvent induire une amélioration significative de la DA chez I’enfant de plus de deux

ans di a la modulation de la réponse immunitaire par les prébiotiques, notamment la balance

Thi/Th2.
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1.2.7. Aspects réglementaires :

Les prébiotiques sont considérés au méme titre que les probiotiques, comme des
compléments alimentaires par la législation européenne (Franck, 2002). I’'Union Européenne
a arrété le reglement N°1924/2006 le 20 décembre 2006 (Union Européenne, 2006). Ce
document vise a harmoniser les dispositions législatives, réglementaires ou administratives
des Etats membres sur les allégations pouvant étre associées aux denrées
alimentaires  fournies  aux consommateurs dans le marché communautaire et dans la
publicité.

L’emploi de ces allégations n’est autorisé que sous certaines conditions :

* Elles doivent reposer sur des preuves généralement admises par la communauté
scientifique et médicale.

* Le complément alimentaire doit étre présent en quantité significative et suffisante pour
obtenir D’effet bénéfique affirmé et doit se trouver sous une forme permettant a
I’organisme de ’utiliser.

* Le consommateur moyen doit étre en mesure de comprendre les effets bénéfiques exposés
dans les allégations.

* Un avertissement appropri¢ doit étre mentionné pour les produits susceptibles de
présenter un risque pour la santé en cas de consommation excessive.

* Les informations suivantes doivent figurer sur 1’étiquetage :

-Une mention indiquant 1'importance d'une alimentation variée et équilibrée et d'un mode de
vie sain.

-La quantité de la denrée alimentaire concernée et le mode de consommation requis pour
obtenir I'effet bénéfique allégué.

-Une indication a l'attention des personnes qui devraient éviter de consommer la denrée
alimentaire en question.

Concernant 1’étiquetage, le groupe de travail de 1I’« ISAPP » (International Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics) préconise de préciser sur I’emballage des produits
contenant des prébiotiques :

* le nom exact et I’origine du compos¢ actif

* la dose du composé actif, basée sur des niveaux documentés, ayant un impact sélectif sur
certaines bactéries endogenes

* les effets positifs sur I’hote.

-
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Introduction et objectifs :

Les symbiotiques suscitent la curiosité des chercheurs et font I’objet d’un certain
nombre d’études et expériences afin de prouver leur performances. La pandémie du Covid-19
et le manque de produits de laboratoire ne nous a pas aidé a la réalisation de notre propre
expérimentation afin de vérifier les prouesses de ces symbiotiques et de démontrer qu’ils
pouvaient étre les alternatives les plus adéquates aux antibiotiques. Pour ces raisons nous
avons choisi une étude réaliséeen 2017 par une équipe de recherche de 1I’Ecole Nationale
Supérieure Vétérinaire d’Alger qui ont démontré 1’effet d’un symbiotique sur la charge
microbienne pathogeéne chez le poulet de chair et son impact épidémiologique sur la
prévalence des antibiorésistances.

Cette étude a pour objectif I’évaluation d’une addition d’un symbiotique sur les
résistances des souches E. coli, la flore digestive du poulet de chair, et la qualité sanitaire de

la viande. Trois buts ont été fixés pour cet essai :

Le premier but consiste a voir I’impact desantibiorésistances des souches E. coli aprés une
supplémentation en symbiotique.

Le second but est de déterminer I’effet de 1’addition d’un symbiotique sur la charge
bactérienne intestinale par le dénombrement des coliformes totaux et fécaux, c’est-a-dire,
déterminer une éventuelle amélioration du profil du microbiote a partir des résultats du
dénombrement établi.

Enfin, le troisiétme et dernier but concerne la détermination de I’impact de cette

supplémentation sur la qualité sanitaire de la viande par le dénombrement de la FAMT.

.
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Matériels et méthodes :
L Elevage :
1. Lieu, durée et période de I’étude :

L’essai a été effectué dans une exploitation avicole privée, a TIFRAH dans la wilaya de
Tizi-Ouzou pendant une période allant du 21 février au 14 mai 2017, soit une durée de 63
jours.

2. Animaux:

Des poussins d’un jour de souche ARBOR ACRES au nombre de trois milles quatre-
vingt (3080), sont triés et répartis en deus lots (témoin et expérimental) chacun comprenant
1540 poussins (en excluant les individus morts, trop chétifs ou 1ésés). Ces deux lots sont
séparés par une séparation en carton d’une hauteur d’un métre, ce qui fait que les deux lots

sont soumis aux mémes conditions d’ambiances.

Figurel : Vue intérieure du batiment avec la séparation des deux lots

3. Batiment :
Le batiment d’¢levage utilisé est un hangar d’une longueur de 32 m et d’une largeur de
8 m, soit une superficie de 256 m?. Ce batiment contient un SAS d’une superficie de 32 m?
servant de lieu de stockage d’aliment. Le batiment est de type obscur surmonté d’une toiture a
double pente faite de tdle. L’expérimentation s’est faite dans une chambre en dur. La
ventilation est statistique assuré par la présence de fenétrés placés a 1,5 m du sol pour I’entrée
d’air quant a D’extraction des gaz, elle est faite par la présence d’un extracteur et de sept

cheminées.
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Figure2 : Vue extérieure du batiment

4. Conduites d’élevage :

Tout d’abord, le batiment a été nettoyé puis désinfecté (sols, parois et plafonds), tout
comme le matériel utilisé au cours de 1’élevage (mangeoires, abreuvoirs) a 1’aide du TH5®,
qui est un désinfectant de surface ayant une action bactéricide, fongicide et virucide a raison
de pulvérisation (environ 0,3 1 de solution par m?), de trempage (1 litre de THS dans 100 litre
d’eau)., ainsi que de pédiluve et rotoluve 1 litre de THS dilu¢ dans 100 litres d’eau).

» Vide sanitaire :

En vue de prolonger I’action du désinfectant et d’assécher les sols et les parois mais

aussi pour des raisons climatiques, un vide sanitaire d’une durée d’un mois a été pratiqué.
» Mise en place des poussins :

Les poussins sont mis en place dans une surface de 32 m? avec une séparation d’une
hauteur de 60 cm au milieu pour obtenir une superficie de 16 cm? pour chaque lot. Chacun
des compartiments contient une éleveuse a gaz et huit abreuvoirs (les poussins n’ayant recu
I’aliment que 6h apres leur mise en place).

» Litiére :

Au cours de la phase de démarrage, la litiére est constituée de paille sur une épaisseur
de 5 cm environ. La liticre est recouverte de papier le 1 jour pour éviter les problemes de
glissement des poussins. Le 2™ jour, le papier est retiré. Cette litiere permet de limiter la
déperdition de chaleur des animaux et 1’absorption de I’humidité des déjections.

» Température, hygrométrie, taux d’ammoniac et vitesse de 1’air :

Au cours de la période d’¢élevage, ces paramétres sont controlés et mesurés a J25 et J45.

La température, I’hygrométrie et la vitesse de ’air sont mesurés grace a un appareil
« EnvironmentMeter ® » et le taux d’ammoniac présent dans chaque compartiment (aire de
vie) est mesuré a I’aide de bandelettes « pulmotil A® » a environ 30 cm du sol pour chaque
lot.

Le tableau ci-dessous regroupe les valeurs mesurées.

E
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Tableaul: Les valeurs des paramétres mesurées dans ’aire de vie

Materiels et Méthodes

Parameétres a mesurer Période de mesure
J25 J45

Température 26,9°C 19,3°C

Hygrométrie 62,8% 69,6%

Vitesse de ’air 0,4 m/s 0,3 m/s

Taux d’ammoniac Lot témoin :10ppm | Lot témoin:20ppm
Lot expérimental:5 | Lot expérimental:
ppm 10ppm

5. Equipements d’élevage :

— L’alimentation est distribuée manuellement dans des trémies ;

— L’abreuvement est assuré par des abreuvoirs linéaires ;

— Le chauffage du batiment est assur¢ par des radiants a gaz soit une éleveuse pour 500

poulets au cours de la période de démarrage ;

— L’éclairage est assuré par des ampoules de 60 watts soit 5 watt/m?.

6. Programme sanitaire d’élevage :

Le tableau présente le protocole sanitaire suivi au sein de 1’exploitation.

Tableau?2 : Plan de prophylaxie appliqué durant 1’essai.

Age Vaccination et traitement

(jours)

J1 Anti-stress pendant 05 jours

J4 Vaccination contre la maladie de Newcastle et bronchite infectieuse
(HB1)

J7 Vitamine AD3E+ Vitamine C

J 14 Vaccination contre la maladie de Gumboro (D78)

J17 Traitement anticoccidien pendant 05 jours

J21 Rappel de vaccination contre la maladie de Newcastle (souche sota)

J 31 Anti-stress (vitamines+néoxyvital) pendant 04 jours

J 32 Rappel de vaccination contre la maladie de Gumboro

J33 Rappel de traitement anticoccidien pendant 05 jours

J 47 Traitement antibiotique (Amoxicilline) a dose pulsatile (20mg/kg/jr)
pendant 05 jours que pour le lot témoin.
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(Toutes les vaccinations sont administrées per os dans 1’eau)
I1. Aliment :
Les poulets des deux lots (témoin et expérimental) ont recu les mémes aliments de base
sous forme de granules, avec trois types d’aliments standards successifs, correspondant a
chaque phase d’¢levage, a savoir :
— Aliment « Démarrage » distribué entre J1 et J10 ;
— Aliment « Croissance » distribué entre J11 et J42 ;
— Aliment « Finition » distribué entre J43 et J49.
L’aliment et 1’eau ont ¢été¢ fournis ad libitum durant toute la période d’¢levage. La
composition ainsi que les caractéristiques calculées sont présentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau3 : Composition et caractéristiques des aliments utilisés durant 1’essai.

Aliment Aliment Aliment

Démarrage  Croissance Finition

Matiéres premiéres %

Mais 60,90 64,80 68,80
Son de blé 5,90 5,00 6,00
Tourteau de soja 29,10 27,00 21,80
Calcaire 0,57 1,20 1,30
PBC 1,50 1,00 1,10
Méthionine 0,03 B B
Anti-stress 1,00 _ _
CMV D-C 1,00 1,00 _
CMV F B _ 1,00
Caractéristiques (valeurs

calculées)

Energie métabolisable (Kgcal/kg) 2800 2900 2930
Protéines brutes 21 19 17

PBC : phosphate bicalcique, CMV D-C : complément minéral et vitaminique pour les phases de démarrage et de

croissance, CMV F : complément minéral et vitaminique pour la phase de finition.

III. Modalité de supplémentation en symbiotique :

Dans cette étude, le symbiotique utilisé est une association de probiotiques, de
prébiotiques et d’enzymes, commercialis¢é sous le nom d’ENZYVEBA®, et qui est un
concentré de ferment lactique développé spécifiquement pour la santé des animaux

monogastriques et ruminants.

.
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L’addition de ce symbiotique est effectuée sur la litiere des poulets par pulvérisation a
raison d’une fois tous les deux jours pendant 1 mois dés la mise en place du poussin puis, tous
les jours jusqu’a la fin de la bande.

Comme dosage du produit, pour 2 litres d’eau de source 1 litre de produit est utilisé.
IV. Traitements expérimentaux :

Deux lots sont comparés afin d’étudier 1’effet de 1’utilisation du symbiotique chez le
poulet de chair. Ces deux lots sont :

1) Un lot témoin (T) qui n’a rien re¢u au niveau de sa litiere de paille ;

2) Un lot expérimental (E) qui a regu sur sa litiere, faite de paille tout comme chez le lot
témoin, une addition en symbiotique par pulvérisation a 1’aide d’un canon durant toute
la période d’élevage.

L’utilisation du symbiotique couvre toute la période d’élevage, ce qui veut dire du 1¢
jusqu’au 63°™ jour. Comme il a été cité précédemment, I’impact de ce dernier est évalué sur
la flore intestinale, les antibiorésistances des souches E. coli ainsi que la qualité sanitaire de la
viande.

V. Les paramétres étudiés :
V.1. Analyses bactériologiques (Recherche des E. coli et Salmonelles) :

A j25 et j45, un effectif de 10 sujets est récupéré aléatoirement de 1’élevage a partir de
chaque lot (témoin et expérimental). Une autopsie est effectuée au niveau du laboratoire de
pathologie aviaire de I’ENSV puis, des prélévements de matrice (foie et viande) dont
effectués sur place et acheminés au laboratoire d’HIDAOA de I’ENSV pour des examens
bactériologiques.

V.1.1. Echantillonnage et prélévement :
L’¢tude s’est portée sur la recherche et I’isolement d’E. coli et salmonelles a partir de 40

foies de poulets sacrifiés par saignée ; les échantillons sont prélevés par échantillonnage.

w = ———L, L

Figure3 : Prélévement du foie par écouvillonnage

E
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V.1.2. Les milieux de culture :

>

Les milieux de culture utilisés lors de cette expérimentation sont :
BN (Bouillon Nutritif) milieu d’enrichissement pour les E. coli; Institut Pasteur
d’Algérie ; Bioscan Algérie
EPT (Eau PeptonéeTamponée) milieu de pré-enrichissement pour les salmonelles ;
Bioscan Algérie
SFB milieu d’enrichissement des salmonelles ; Bioscan Algérie
Milieu (SS) Salmonelles-Shigelles, milieu d’isolement des salmonelles ; Bioscan
Algérie
Milieu Hektoen, milieu d’isolement des E. coli ; Bioscan Algérie
Milieu TSI (Triple Sugarlron) ; Dimed Algérie
Milieu Mueller-Hinton utilis¢ pour la réalisation de I’antibiogramme ; Institut Pasteur
Algérie
Pour I’identification biochimique, utilisation de la galerie API20 E, BioM¢ériaux,

France.

V.1.3. Les produits de laboratoire :

Les réactifs et produits de laboratoire utilisés sont :

>
>
>

>
V.14

Eau de javel, alcool 70°, eau physiologique 0,9% ;

Huile de vaseline stérile, Institut Pasteur d’Algérie ;

Réactif Kovac’s, Réactif VP1, Réactif VP2, Réactif TDA (Tryptophane Désaminase),
Institut Pasteur d’ Algérie ;

Ecouvillons ; Disques d’antibiotiques

. Conduite expérimentale :

Les différentes étapes de I’expérimentation pour la recherche des salmonelles et des E.

coli sont regroupées dans le schéma ci-dessous :
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Schéma expérimental

/. Laboratoire de pathologie aviaire \

Autopsie des animaux

\ @vemem du foie (écouvillonnage) /

[solement Laboratoire de HIDAOA

\Z

/ Salmonelles L’organe Foie E .coli \

Pré enrichissement (EPT) Enrichissement (BN)
Incubation | 18ha37 C° Incubation | 18ha37C°
Enrichissement sur (SFB) ensemencement sur gélose Hektoen

Incubation | 18ha37C°

Ensemencement sur gélose (SS)
\ Incubation 18h 4 37 C° /

%
Identification biochimique ( Galerie API 20 E + Antibiogramme)

A
4 D
( I A\
Identification biochimique (Galerie 20 E Antibiogramme
Boite 1 : AUG. AMP.ENR CN.N
\_ ) \ Boite 2:STX.TENA.CS.F.C
Incubation 18h a 35¢°

Lecture et interprétation
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V.1.5. Bactériologie :

Les échantillons prélevés apres autopsies sont apportés au laboratoire d’HIDAOA.
Avant d’entamer la procédure bactériologique, une zone stérile est créée par flamme du bec
bunsen sur une paillasse soigneusement nettoyée avec de I’eau de javel.

V.1.5.1. Isolement des E. coli :
a- Enrichissement :

L’ensemencement du boillon nutritif, étant le milieu d’enrichissement des E. coli, est
effectué par introduction de I’écouvillon contenant le prélévement. Ensuite, le tube contenant
ce bouillon est incubé 18 a 24h a 37°C.

b- Ensemencement :

Les 24h d’incubation écoulées, I’ensemencement par la technique d’épuisement est
effectué¢ a partir du BN incubé. C’est-a-dire, une goutte du BN est ensemencée sur gélose
Hektoen puis incubée une deuxiéme fois 18 a 24h a 37°C.

V.1.5.2. Isolement des salmonelles :
a- Pré-enrichissement :

Le tube du milieu de pré-enrichissement EPT est ensemencé par introduction d’un

¢écouvillon chargé de prélevement puis incubé 18 a 24h a 37°C.
b- Enrichissement :

Un prélevement de 1ml du tube d’EPT incubé la veille est introduit dans un tube

contenant le milieu d’enrichissement des salmonelles SFB puis incubé 18 a 24h a 37°C.
c- Ensemencement :

Une goutte est prélevée a partir du tube SFB incub¢ la veille et est ensemencée par la
technique d’épuisement sur une gélose Salmonelles-Shigelles puis incubée encore une fois 18
a24ha37°C.

V.1.5.3. Identification des bactéries :
L’identification microbiologique met en ceuvre se qui suit :
V.1.5.3.1. Identification morphologique :
Elle se fait sur un plan macroscopique.
a- Pour les E. coli :
Les colonies apparaissent rondes et bombées, brillantes a bord net de diamétre de 2 a

3mm, de couleur jaune-orangé.

.
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Figured : Aspect des colonies E. coli sur gélose Hektoen

b- Pour les salmonelles :

Les colonies lactose négatives sont incolores et les colonies lactose positives sont
rouges. La production de H2S est souvent notée par un pigment noir au centre de la colonie.
V.1.5.3.2. Identification biochimique :

a- Test de la catalase :

La recherche de cette enzyme chez les bactéries a Gram négatif n’a pas d’intérét car la
plupart d’entre elles possédent une catalase. En revanche, la recherche de cette enzyme chez
les bactéries a Gram positif permet la différenciation des Staphylococcus et lesMicrococcus
(catalase +) des Enterococcus et des Streptococcus (catalase -).

La procédure de ce test consiste a mettre en contact une goutte d’eau oxygénée (H202)
avec une colonie isolée prélevée a I’aide d’une pipette Pasteur ou d’une anse plastique a usage
unique, sur une lame de verre propre.

Le dégagement de dioxyde observé par formation des bulles se traduit par la possession
de la catalase chez la bactérie. En revanche, si I’effervescence n’est pas observée, cela veut
dire que la bactérie ne possede pas I’enzyme catalase.

b- Test oxydase :

Ce test est fondamental pour orienter 1’identification des bacilles a Gram négatif. Il est
réalisé avec le réactif chlorhydrate.

Des ampoules d’oxydase imprégnent le papier filtre de réactif. Une colonie est déposée
sur une lame avec une pipette Pasteur et non pas avec une anse en métal pour qu’elle ne soit
pas oxydée.

La bactérie est oxydase positive et posséde le cytochrome oxydase si au bout de 30
secondes une tache violette apparait. Si cette derniére n’apparait pas, la bactérie est dite

oxydase négatif et ne possede donc pas I’enzyme respiratoire.
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Les colonies étant Gram -, catalase + et oxydase — seront identifiées a 1’aide de TSI
(Triple Sugarlron) et Urée-indole.
c- Test des trois sucres :
Il met en évidence I’utilisation du glucose, la production d’H2S et du gaz par les
bactéries.
o La fermentation du glucose induit le virage au jaune au niveau du culot ;
o La fermentation du lactose induit le virage au jaune de la pente ;
o La fermentation du saccharose induit le virage au jaune de la zone intermédiaire ;
o La production d’HzS, qui est due a la formation de sulfure de fer, induit la coloration
du milieu en noir.
Il est réalisé par ensemencement en stries sur la pente puis une piqure centrale profonde
dans le culot a partir d’une colonie, dans un tube de milieu Triple Sugarlron (TSI) qui ne sera
pas completement vicé puis incubé 18h a 37°C.

Virage au jJaune ey lactose +

Pente
Couleur reste rouge  mmmmmp lactose —
Virage au jaun€ ey  saccharose +
Intermédiaire
Couleur reste rouUZe e Saccharose —
Virage au jaune .,  glucose +
Culot

Couleur reste rouge g  glucose —

Noircissement du milieu _, ~ Production d’H2S
Formation de bulles » Production de gaz
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Figure5 : Tubes de milieu TSI

d- Test uréase :

L’enzyme uréase est responsable de la réaction : NFI. + COOH —— CO2+NH3
et peut étre mise en évidence par la culture de la souche sur un milieu d’urée-indole contenant
de I'urée, du tryptophane et du rouge phénol. Ce milieu est de couleur jaune a pH 6,8 et
devient rouge a pH 8,4. Le virage de couleur est expliqué par la libération de I’ammoniac qui
alcalinise le milieu lors d’une croissance d’un organisme uréase positif sur un tel milieu.

La réalisation de ce test se fait par ensemencement d’une suspension bactérienne de la
colonie suspectée a 1’aide d’une pipette Pasteur dans un microtube contenant 1ml du milieu
urée-indole. L’incubation est a 37°C pendant 18 24h.

Milieu devient rouge ———» Réaction positive
Milieu reste jaune ——» Réaction négative
e- Test de I’indole :

Il permet de savoir si un organisme peut produire de I’indole a partir de tryptophane
grace a une tryptophanase.

Apres la recherche de 1’uréase, 3 a 4 gouttes du réactif Kovac’s sont rajoutées au milieu
urée-indole puis le tube et fermé et agité.

La production de I’indole est traduite par la formation d’un anneau rouge a la surface.
Anneau rouge —— Réaction positive
Anneau jaune ———» Réaction négative
V.1.5.3.3. Identification biochimique par galerie API20 E :

La galerie API20 E permet I’identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles a
Gram négatif.

Elle comporte 20 tests biochimiques miniaturisés donc 20 microtubes contenant des

substrats déshydratés. La suspension bactérienne introduite dans ces microtubes reconstitue le
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test indiqué par un sigle au-dessus du microtube. Les réactions produites se traduisent par des

virages colorés spontanément ou révélés par 1’addition de réactifs.

A- Mode opératoire :

A\

A\

>
>

a- Préparation de la galerie :

Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5ml d’eau
distillée ou déminéralisée dans les alvéoles pour créer une atmospheére humide ;
Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite ;

Sortir la galerie de son emballage ;

Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

b- Préparation de I’inoculum :

Ouvrir une ampoule contenant Sml d’eau physiologique stérile ;

Prélever des colonies sur le milieu TSI, en utilisant des cultures jeunes de 18-24h a
I’aide d’une pipette Pasteur ;

Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries

dans le milieu. Cette suspension doit étre utilisée extemporanément.

c- Inoculation de la galerie :

Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a 1’aide de la méme
pipette. Pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la
pipette sur le coté de la cupule, en inclinant 1égérement la boite d’incubation vers
I’avant ;

Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir tubes et cupules.

Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non pas les cupules).

Pour les tests ADH, LDC, ODC, H2S et URE, créer une anaérobiose en remplissant
les cupules d’huile de paraffine.

Refermer la boite d’incubation ;

Incuber a 35-37°C pendant 18 a 24h.

B- Lecture de la galerie :

Aprés incubation et addition des réactifs ci-dessous, la lecture de la galerie se fait par

référence au tableau de lecture.

Une goutte de réactif TDA au test TDA ;
Une goutte de réactif James au test IND ;

Une goutte de réactif VP1 et VP2, et attendre au minimum 10 mn, au test VP.

-
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C- Interprétation de la galerie :
L’identification est obtenue a partir du profil numérique qui est déterminé sur la fiche de
résultats(voir annexes). Les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est
indiquée pour chacun. La galerie API20 E comportant 20 tests, en additionnant a I’intérieur de
chaque groupe les valeurs correspondant a des réactions positives, 7 chiffres sont obtenus.
La réaction d’oxydase, qui constitue le 21°™ test, est affectée de la valeur 4 lorsqu’elle est
positive. Alors I’identification est faite a 1’aide de :

e Catalogue analytique, en recherchant le profil numérique dans la liste des profils ;

bTM

e Logiciel d’identification API web '™, en entrant manuellement le profil a 7 chiffres.

Figure6 : Galerie API120 E aprés incubation et ajout des réactifs

V.1.5.4. Antibiogramme :

La sensibilit¢ aux antibiotiques est déterminée par la méthode de I’antibiogramme
standard (méthode de diffusion des disques sur milieu solide) (Mueller-Hinton, Institut
Pasteur d’Algérie), selon les normes du National Comittee For ClinicalLaboratory Standards

(NCCLS), recommandée par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS).

E
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Tableau4 : Liste des antibiotiques testés pour I’antibiogramme.

: Pt . Charge du 3 P
Famille Antibiotiques testés disque Sigle Origine
Amoxicilline/Ac N =
: 20/10 AUG 30
Bétalactamines clavulanique ve
R ... .. ... . 0pe  AMPI0 - riofiichem.
B T SO coce .. . Sl A"
Tt o TP, e, i
Néomycine 30 ug N30
Aminosides
Gentamicine 10 pg CN1o
: Triméthoprime- . s Bioanalyse,
e sitmétomole M X France
Furanes Nitrofurantoine 300 pg F 300
Cyclines Tétracycline 30 ug TE 30
. Acide nalidixique 30 ug NA 30  Bio-rad, France
Quinolones ) " .
Enrofloxacine 5pg ENR 5

A- Principe :

Cette méthode est la plus utilisée par les laboratoires de diagnostic et consiste a déposer

a la surface d’un milieu gélosé, ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier, des

disques de papier buvard imprégnés d’antibiotiques a tester.

Apres incubation, les disques s’entourent de zones d’inhibition circulaires correspondant a

une absence de culture (les diamétres de ces zones dépendent uniquement de la sensibilité du

germe).

B- Technique :

Avant toute chose, les boites de Pétri stériles sont remplies la veille de gélose Mueller-

Hinton sur une épaisseur de 4 mm.

a-

>

Inoculum :

A partir d’une culture pure de 18h sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse de
platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques ;

Décharger I’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9% ;

Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
Mc Farland ;

L’inoculum peut étre ajusté, en ajoutant soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de
I’eau physiologique s’il est trop fort ;

L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de
I’inoculum.

Ensemencement :

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;
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» L’essorer en le pressant fermement sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au
maximum ;

» Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrées ;

» Répéter I’opération trois fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon
sur la périphérie de la gélose.

+ Dans le cas ou plusieurs boites de Pétri sont ensemencées, 1’écouvillon est rechargé a

chaque fois.

c- Application des disques d’antibiotiques :

» Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm, centre a centre ;

» Presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide de pinces pour s’assurer de son
application. Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplacé.

+ Ne pas mettre plus de six disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm de diamétre.

Tableau5 : Application des disques d’antibiotiques par boite de Pétri

Boites Les disques d’antibiotiques
1 STX CS NA TE C F
2 AUG AMP / ENR CN

C- Lecture :

— A Dextérieur de la boite fermée, mesurer avec précision les diametres des zones
d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse métallique;

— Comparer ces résultats aux valeurs critiques des diametres des zones d’inhibition et
des CMI des entérobactéries, figurant dans les tables de lecture de standardisation de
I’antibiogramme a 1’échelle nationale Médecine humaine et vétérinaire (2011) ;

— Classer la bactérie dans I'une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistante.

V.1.5.5. Etude BLSE :
a- Définition des bactéries BLSE :
Les B-lactamases sont des enzymes d’inactivation hydrolysant le pont amide du cycle -
lactame correspondant a la structure de base des B-lactamines.
Les B-lactamases a spectre ¢largi (BLSE) constituent un groupe d’enzymes qui
conférent la résistance aux pénicillines, a la 1 2°m et 3°™ génération de céphalosporines, a
I’aztréoname (non aux céphamycines et carbapenémes) par hydrolyse de ces antibiotiques

(Buchet al., 1995) .

-
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Leur apparition et leur dissémination dans les bactéries a Gram négatif coincident avec
I’utilisation d’antibiotiques a large spectre tels que les céphalosporines et les quinolones.
b- Techniques microbiologiques :
L’inhibition des BLSE par I’acide clavulanique fait que ces dernicres soient détectées.
En effet, une augmentation de I’activité¢ des C3G en présence d’acide clavulanique indique
directement la présence d’un BLSE.
Pour cette étude deux tests de recherche des BLSE sont utilisés :
o Le test de synergie considéré comme test de recherche ;
o Le test du double disque considéré comme test de confirmation.
+ Les souches qui subissent I’étude BLSE sont celles qui avaient révélées des diamétres
inférieurs a 27 pour le céfotaxime a 1’antibiogramme.
V.1.5.5.1. Test de synergie (test de recherche) :
Ce test a pour caractére principal, la recherche d’une image de synergie entre un disque
d’antibiotique qui contient un inhibiteur de B-lactamases et un disque de C3G.
a- Technique :
Autour d’un disque d’amoxicilline-acide clavulanique, des disques de céfotaxime,
ceftazidime, ceftriaxone et aztréoname sont disposés sur une gélose Mueller-Hinton qui est
ensemencée selon la technique NCCLS de 1’antibiogramme. La distance entre ces disques,

centre a centre, est de 30 mm.

ATM : aztréoname ; CAZ: ceftazidime ; CTX: céfotaxime ; CRO: ceftriaxone.

30 représente la quantité d’antibiotique en pg dans le disque.

Figure7 : Disposition des disques d’antibiotiques pour le test de synergie

b- Lecture :
L’apparition d’une synergie entre les disques des oxyimino-B-lactamines et le disque
qui contient I’acide clavulanique renvoie a la présence d’une BLSE.

Cette synergie est matérialisée par une image en forme de bouchon de champagne.

-
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Figure8 : Test de synergie positif (en bouchon de champagne)

V.1.5.5.2. Test du double disque (test de confirmation) :

La détection de BLSE peut étre confirmée par le test du double disque.

Ce test repose sur la recherche d’une augmentation de la zone d’inhibition d’un disque
contenant une association amoxicilline-acide clavulanique (AMC), comparé a un autre disque
portant la méme céphalosporine et placé cote a cote sur la gélose Mueller-Hinton (Rahal,
1999).

a- Technique :

Une suspension bactérienne est préparée a partir d’une culture de 18h puis ensemencée
sur gélose Mueller-Hinton selon la technique de I’antibiogramme NCCLS. Ensuite, un disque
contenant I’AMC et un disque de céphalosporine de 3™ génération (CTX) y sont disposés.

La diffusion est faite pendant 1 heure a la température ambiante du laboratoire puis, le
disque AMC est remplacé par un disque qui contient la méme céphalosporine de 3™
génération.

L’incubation des boites de Pétri est a 35°C pendant 18 heures.

l I Heure
O C F:_ ‘: Hjj
0 T

Figure 9: Schéma de confirmation des BLSE par le test du double disque
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b- Lecture :

Si le diametre de la zone d’inhibition du disque de C3G est inférieur de 4 a 5 mm
compar¢ a celui observé autour du disque de C3G appliqué aprés pré-diffusion du disque de
I’AMC, le test est considéré comme positif.

V.2. Dénombrement bactérien :

L’étude s’est portée sur la recherche des coliformes totaux et fécaux et les E. coli au
niveau des fientes des poulets et la flore aérobie mésophile totale (FAMT) au niveau de la
viande a partir des deux lots, témoin et expérimental, a la fin de ’essai (j45).

Le travail est réalis¢é au sein du laboratoire d’IDAOA de 1’école nationale supérieure
vétérinaire.
V.2.1. Les prélevements effectués :

a- Préléevement des fientes :

25 g de fientes sont prélevés de la litiecre de chaque lot en faisant attention a ne pas
prendre la partie en contact avec la litiere.

Ce prélévement est mis dans un pot stérile et conservé dans une glaciére a une
température de 4°C avant d’étre directement acheminé au laboratoire d’HIDAOA de ’école

nationale supérieure vétérinaire pour effectuer les analyses.

Figurel0 : Pesée des fientes apres prélévement

b- Prélévement de la viande :

Apres autopsies des poulets sacrifiés par saignée, une portion du bréchet est prélevée
aseptiquement de chaque sujet et mise dans un pot stérile.

Un total de 25 g de viande est obtenu de chaque lot et acheminé au laboratoire

d’HIDAOA de I’école nationale supérieure vétérinaire.
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Figurell : Prélévement de la viande au niveau du bréchet
V.2.2. Les germes dénombrés :

Les coliformes totaux et fécaux (au niveau des fientes) et la flore mésophile aérobie
totale « FAMT » (au niveau de la viande) sont les germes dénombrés au cours de cette étude.

Concernant les coliformes constituant une flore naturelle du tube digestif, ce sont des
bacilles a Gram négatif, non sporulés, oxydase négatif, aéro-anaérobie facultatifs fermentant
le lactose avec production de gaz en 48h a 37°C. Les genres aux quels ils appartiennent sont :
Escherichia coli, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Salmonella, Shigella,.. .etc.

En plus des coliformes totaux cités, il y a les coliformes fécaux termotolérants
représentant environ 1% de la flore intestinale. Ils ont les mémes propriétés que les coliformes
totaux mais a une température différente a savoir 44°C. Le plus souvent, ils correspondent a
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumoniae et Yersinia enterocolitica subsp.
Enterocolitica. Toute fois, les coliformes peuvent contenir des especes pathogenes causant
ainsi des maladies telles que la colibacillose qui est due a E. coli (Delarras, 2010).

Quant a la flore mésophile aérobie totale, elle est constituée d’un ensemble de
microorganisme variés qui correspondent a des germes de contamination banals qui sont des
bactéries indicatrices d’hygiéne (test d’hygiéne). Leur dénombrement reste une bonne
méthode d’appréciation de la qualité microbiologique de la viande de poulet de chair ainsi que
de I’application des bonnes pratiques d’hygiene. En effet, une grande quantit¢ en flore
mésophile indique un engagement du processus d’altération de la viande. 30°C est la
température optimale de croissance de ces germes qui sont généralement le reflet des
mauvaises conditions d’hygiéne (Guiraud et Rosec, 2004).

La technique de dénombrement est celle utilisée pour les analyses microbiologiques
alimentaires suivant les normes qui suivent :

o NF V 08-050, 1999 pour les coliformes totaux ;
o NF V 08-060, 1996 pour les coliformes fécaux ;
o ISO 16649 pour Escherichia coli ;

o V08-011, 1991/ ISO 4833 pour la FAMT.
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V.2.3. Les milieux de culture utilisés :

a- Milieu utilisé pour le dénombrement des coliformes :

Deux milieux sont utilisés pour I’isolement des coliformes, le milieu VRBL (gélose
lactosée biliée au vert brillant et au rouge de phénol) pour les coliformes totaux et qui
représente un milieu sélectif des Gram négatif par la présence des sels biliaires et cristal
violet. L autre milieu de culture est pour le dénombrement des coliformes fécaux, c’est le
milieu VRBG (gélose glucosée biliée au cristal violet et au rouge neutre). Il représente un
milieu sélectif destiné a déterminer la présence et estimer la quantité d’Enterobacteriaceae
présentes dans divers produits.

La gélose TBX (tryptone bile x glucuronide) est utilisée pour le dénombrement des
Escherichia coli. Ce milieu est sélectif pour les Escherichia coli B-D glucuronidase positive.

En effet, les sels biliaires inhibent la croissance des microorganismes a Gram positif et
favorisent la récupération des E. coli.

b- Milieu utilisé pour le dénombrement de la FAMT :

Concernant la flore aérobie mésophile totale, le milieu PCA (plate count agar) est
utilisé. Il contient un digestat enzymatique de caséine, de I’extrait de levure et du glucose et
est utilis¢é pour le dénombrement des microorganismes aérobies (bactéries, levures,
moisissures) qui se développent en 72h a 30°C dans les produits alimentaires destinés a la
consommation humaine ou I’alimentation animale.

V.2.4. Préparation des dilutions :

Une dilution mere (DM) est préparée pour les deux prélevements fientes et viande,
avant le lancement de la culture. Pour se faire, 25 g de produit sont introduits dans un sac
stomacher.

+ Les 25 g de viandes sont coupés a I’aide de ciseaux stériles en petits morceaux puis

sont mis dans le sac stomacher pour une meilleure homogénéisation.

» 225 ml de TSE (typtone sel eau) sont versés dans le sac stomacher ;

» Le sac est placé dans I’appareil stomacher réglé a la vitesse maximale N°9 pour
effectuer le broyage. Cette opération dont la durée varie entre 60 et 90 secondes selon
la nature du produit, permettra la diffusion en solution de la flore bactérienne ;

» La solution ainsi obtenue est versée dans un flacon stérile et elle constitue la dilution
1/10 (1071).

Des dilutions décimales sont préparées a partir de la dilution mere (DM). Pour cela,
plusieurs tubes a essais contenant 9 ml d’eau physiologique stérile et de nombreuses pipettes

Pasteur stériles, sont nécessaires.

.
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Un prélevement de 1 ml de la DM est introduit dans un tube a vis contenant 9 ml d’eau
physiologique stérile puis, le tube est agité a ’aide d’un vortex. Ainsi, la dilution 1/10 (107?)
est obtenue.

Ensuite, un prélévement de 1 ml de la dilution 10 est introduit dans un autre tube
contenant le diluant stérile pour obtenir la dilution 1073,

La procédure se poursuit de la méme maniére jusqu’a atteindre la dilution 10 pour le
dénombrement des coliformes et jusqu’a la dilution 10 pour la FAMT.

+ Toutes les manipulations sont effectuées dans la zone stérile du bec bunsen, avec toutes

les procédures d’asepsie exigées en microbiologie.

Figurel2 : Préparation des dilutions

V.2.5. Ensemencement et incubation :

» 1 ml de chacune des dilutions est introduit au centre de la boite de Pétri, posée bien a
plat dans la zone de protection du bec bunsen. (pour chaque dilution une nouvelle
pipette stérile est utilisée) ;

» Les milieux gélosés en surfusion sont retirés du bain marie a 45°C, les ouvrir
aseptiquement, flamber 1’ouverture et couler le milieu dans les boites de Pétri
contenant I’inoculum apres les avoir entrouvertes dans la zone stérile ;

» Me¢élanger rapidement par agitations (mouvements en 8), laisser refroidir les boites
bien a plat jusqu’a solidification compléte (environ 30 min).

+ Les boites sont incubées retournées (couvercles en dessous).
Pour les coliformes fécaux et les E. coli, les boites sont incubées dans une étuve a 44°C + 1°C
pendant 24h + 2h.
Les coliformes totaux sont incubés a 37°C pendant 24h.

La flore aérobie mésophile totale est quant a elle, incubée pendant 72h a 30°C.

E
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Figurel4 : Ensemencement de la FAMT sur gélose PCA

V.2.6. Dénombrement des colonies :
a- Dénombrement des coliformes :

Le comptage des colonies caractéristiques des coliformes est procédé aprés que la
période d’incubation soit écoulée. Pour chaque boite, pas plus de 150 colonies au total sont
comptées car au dela de ce chiffre, les colonies risquent de prendre des aspects non
caractéristiques.

Les colonies caractéristiques des coliformes, aprés 24h d’incubation, sont violacées,
d’un diametre supérieur ou égal a 0,5 mm et parfois entourées d’une zone rougeatre qui est
due a la précipitation de la bile.

Les colonies caractéristiques pour les Escherichia coli ensemencés sur gélose TBX
apparaissent bleues. En revanche, les colonies non caractéristiques apparaissent blanches a
beige vert sur le milieu TBX.

b- Dénombrement de la FAMT :

Apres incubation, toutes les colonies sont comptées dans les boites dont le rendement
est entre 30 et 300 colonies.

+ Les boites ayant moins de 30 colonies et plus de 300 colonies sont éliminées selon les

normes précipitées en microbiologie des aliments et des eaux.

E
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Expression des résultats :

Calculer le nombre N de colonies correspondant au nombre UFC (unité formant

colonie) présentes dans I’inoculum par millilitre ou par gramme de produit, en tant que

moyenne pondérée, a 1’aide de 1’équation qui suit :

N 2C
1,1x<xd

Ou:
>C : est la somme des colonies caractéristiques comptées sur les deux boites retenues ;
d : est le taux de dilution correspondant a la premiére dilution comptée.

% Les résultats calculés sont arrondies a deux chiffres significatifs.

Figurel5 : Dénombrement sous le compteur de colonies
NB : Toutes les figures sont des photos personnelles prises durant 1’étude par 1’équipe de

recherche.

VI. Analyses statistiques :

La comparaison des résultats est obtenue par I’équipe chargée de cette étude apres
application du test wilcoxon signé avec correction de continuité.

D’autres tests paramétriques « Fisher/ Student » et « I’écart réduit Z » sont employés,
mais sont appliqués sur des parametres non répertoriés dans ce travail.

De plus, cette méme équipe a comparé les taux de résistance des souches Escherichia
coli du lot témoin et du lot expérimental a I’aide du test KHI?> de Pearson.

Toutes les analyses sont effectuées a 1’aide du logiciel d’analyse statistique XLstat

version2016.02.284
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Résultats et discussion :

Comme il a été cité auparavant, il a été mis en évidence I’effet de 1’application du
symbiotique (ENZYVEBA) sur la flore digestive du poulet, les antibiorésistances des souches
Escherichia coliet 1’état sanitaire de la viande du poulet de chair, dans un essai qui a duré 63
jours.

Avant toute chose, on signale un incident qui est survenu au sein du batiment au cours
de la période d’élevage précisément a j 31.

En plein période de croissance (J31), I’¢éleveur effectue un changement brusque
d’aliment, basculant vers un aliment de trés mauvaise qualité (aliment de finition et donc
faible teneur en protéines brutes), un aliment qui avait été stocké dans de trés mauvaises
conditions.

Ainsi, le lot expérimental s’est vu le plus touché par cet incident, vu une consommation
d’aliment plus rapide signalée chez ce dernier (épuisement du stock d’aliment de bonne
qualité initial), et donc les poulets du lot expérimental se sont tournés vers le nouvel aliment
qui s’est révélé difficilement digestible.

Au bout de 72h, I’aliment a vite ét¢ changé par le vétérinaire traitant, un autre a été
distribué pour toute la bande (témoin et expérimental). Au méme moment une antibiothérapie
de 4jour a été lancé (Neomycine, Oxytetracycline et vit D) en gardant toujours le protocole de
la supplémentation en symbiotique.

Cette erreur d’¢élevage n’a pas rapporté¢ des modifications significatives qu’au niveau
des performances zootechniques (non répertoriées dans ce travail): une baisse des
performances recrudescente est notée au sein du lot expérimental par rapport au lot témoin et
ceci durant la période de croissance (J25 —J45).

I. Bactériologie :
I. 1. Isolement et identification des E. coli :
I. 1.1. Lot témoin :

Sur les 20 sujets autopsiés, 12 souches ont été isolées soit un taux de 60% dont 11
isolats d’E.coliavec un taux de 55% et une souche de Serratiamarcescens avec un taux de 5%,
pour les 8 sujets restants soit un taux de 40% la culture s’est révélée négative aucune poussée

n’a été enregistrée (Figure 16).

.
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W E.coli

B Serratia mercescens

m Mégatif

5%

Figure 16: Pourcentage des souches isolées pour le lot témoin.
I. 1.2. Lot expérimental :

Sur les 20 sujets autopsiés, également 12 souches ont été isolées soit un taux de 60%
dont 11 isolats d’E.coli avec un taux de 55% et une souche de Proteus mirabilis avec un taux
de 5%, pour les 8 sujets restants soit un taux de 40% la culture s’est révélée négative (figure

17).

m E.coli
B Proteus mirabilis

m Négatif

5%

Figure 17 : Pourcentage des souches isolées pour le lot expérimental.

Considérant que les deux lots étaient au sein du méme élevage et soumis aux mémes
conditions d’élevage, aucune différence est signalé pour le taux des souches E.coli isolées a
partir des deux lots a savoir le lot témoin et le lot expérimental.

Sachant que le lot expérimental avait subi une addition en produit symbiotique, 1’incident qui
s’est produit a J31 avec un changement brusque vers un aliment de mauvaise qualité, ajouter a
cela que les animaux du lot expérimental étaient les plus touchés par ce stress (explique
précédemment) ceci a pu engendrer une baisse de I’immunité et donc une multiplication des

germes.

E
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L.2. Isolement et identification des salmonelles :
1.2.1. Lot témoin :

Sur les 20 sujets autopsiés, 13 souches ont été isolées soit un taux de 65%, dont 11
isolats d’E.coliavec un taux de 55% et 2 souches de Serratiamarcescens avec un taux de 10%,
pour les 7 sujets restants soit un taux de 35% la culture était négative c’est-a-dire aucune

poussée n’a été observée (figure 18).

m E.coli
W Serratia marsescens

w Négatif

Figure 18: Pourcentage des souches isolées pour le lot témoin.
I. 2.2. Lot expérimental :

Sur les 20 sujets autopsiés, 15 souches ont été isolées soit un taux de 75%, dont 13
1solats d’E.coliavec un taux de 65%, une souche Serratiamarcescens avec un taux de 5% et
une souche Proteus mirabilis avec un taux de 5%, pour les Ssujets restants la culture s’est

révélée négative avec un taux de 25% (figure 19).

B E coli

m Serratia marcescens

FProfeus mirabilis

Figure 19 : pourcentage des souches isolées pour le lot expérimental.

L’¢levage qui a subi une désinfection rigoureuse ainsi que 1’administration du
symbiotique qui régule la flore digestive par la présence de bactéries bénéfiques réduisant le
pH du contenu intestinal agissant ainsi contre la prolifération des bactéries pathogénes par
conséquent 1’absence des souches salmonelles malgré le fait qu’elle été favorisé (protocole

salmonelles dans partie méthodes).

E
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I. 3. Antibiogramme :
Onze antibiotiques sont testés sur toutes les souches Escherichia coli isolées.

Une lecture impérative est utilisée, qui détermine la sensibilité ou la résistance d’une souche
en comparant les diametres des zones d’inhibition de ces souches avec la table de lecture des
entérobactéries (vétérinaire) selon les recommandations du standardisation de
I’antibiogramme a 1’échelle nationale (médecine humaine et vétérinaire) 6¢me édition (2011).
Le tableau 6 et la figure 20 montrent les pourcentages de résistances des souches E. coli
isolées dans cette étude pour le lot témoin et le lot expérimental :

Tableau 6: Pourcentages de résistances et de sensibilités des souches E. coli isolées

Lot témoin Lot expérimental
Famille Antibiotiques testés Pourcentage de Pourcentage de
résistance (%) résistance (%)
R+I S R+ S
Bétalactamines Amoxicilline/Ac 73,67 26,31 94,11 5,88
clavulanique
Ampicilline 84,21 21,05 94,11 5,88
Cyclines Tétracycline 89,47 10,52 70,58 29,41
Quinolones Acide Nalidixique 84,2 15,78 94,11 5,88
Enrofloxacine 78,94 21,05 64,7 35,29
Sulfamides Triméthoprime- 78,94 21,05 94,11 5,88
sulfaméthoxazole
Aminosides Gentamicine 10,52 94,73 5,88 94,11
Néomycine 68,41 31,57 88,23 11,76
Polypeptides Colistine sulfate 0 100 0 100
Furanes Nitrofurantoine 26,31 73,68 35,29 64,70
Phénicolés Chloramphénicol 21,04 78,94 82,35 47,05°

Test KHI2 ; * Taux significativement élevé (P<0,05) sur une méme ligne.

100 A
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -+
40 -
30 -+
20 -+

M Lot témoin

M Lot expérimental

Figure 20 : Pourcentages des résistances des souches E. coli entre le lot t¢émoin et le lot
expérimental.
Vue la diversité des pourcentages, les résultats sont classées en trois groupes. Comme

préconisé par Saberfaret al. (2008).
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- Les antibiotiques pour lesquels de trés hauts niveaux de résistance sont observés (de 70 a
100) sont compris dans le Groupe I. Ces antibiotiques sont par ordre décroissant :
Amoxicilline/  Acide  clavulanique  (94%), Ampicilline  (94%), Triméthoprime/
Sulfamethoxazole (94%). Acide nalidixique (94%), Néomycine (88%) Tétracycline (84%),
Chloramphénicol (82%), Enrofloxacine (79%).

-Le Groupe II comprend des antibiotiques pour lesquels des niveaux moyens de résistance (de
30 a 70%) sont obtenus. Ce sont : les Nitrofuranes (35%).

-Le Groupe III comprend les antibiotiques pour lesquels des niveaux bas de résistance (de 0 a
30%) sont notés. Ce sont : Gentamicine (5,88%), Colistine (0%).

Cet essai révele nettement que les molécules les plus efficaces contre les colibacilles
sont celles qui sont classées dans le Groupe III, avec des taux de sensibilité plus élevés par
rapport aux autres antibiotiques de différentes familles. Le taux de sensibilit¢ est de 100%
pour la Colistine, de 94,12% pour la Gentamicine.

I. 4. Résistances individuelles par famille d’antibiotiques :
1.4.1. p-lactamines :

Les résultats mettent en évidence une forte résistance des E. coli a cette famille
d’antibiotiques, avec un taux de 94% pour 1’Amoxicilline/Acide clavulanique chez le lot
expérimental contre 74% pour le lot témoin, et de 94% enregistré pour I’ampicilline chez le
lot expérimental contre 84% relevé chez le lot témoin.

Dans cette étude, pour I’ Amoxicilline/Acide clavulanique la différence enregistrée entre
les deux lots (témoin et expérimental) est non significative P>0,05. Ceci dit ces résultats sont
¢levés par rapport aux résultats de Hammoudi et Aggad (2008) dans la région ouest d’Algérie
(47%) et ceux de Bouzagh (2010) au centre d’Algérie (60%) ainsi, que ceux de Zharaei et
Farashi (2006) en Iran (53%).

Aussi pour I’ampicilline, la différence de pourcentage entre les deux lots (témoin
et expérimental) est non significative P>0,05, nos résultats vis-a-vis de cet antibiotique sont
¢levés par rapport aux résultats de Hammoudi et Aggad (2008) dans la région ouest d’Algérie
(47%) ainsi, que ceux de Blanco ef al (1997a) en Espagne (35%) et ceux de Amara (1986) au
Maroc (20%) et Zharaei et Farashi (2006) en Iran (47%) ainsi, que ceux de Zhao et al (2005)
aux USA (45%).

Ces taux ¢élevés de résistance vis-a-vis de 1’Amoxicilline / Ac clavulanique et de
I’ Ampicilline sont probablement liés a 1’utilisation abusive et anarchique des B-lactamines
dans les élevages avicoles sans avis de vétérinaire. Il existe une diversit¢é de mécanismes de
résistances du germe vis-a-vis de cette famille, soit par diminution de I’affinité du p-lactame

vis-a-vis des PLP et la diversité des mécanismes de résistance des E.coli vis-a-vis de cette
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famille comme rapporté par Gaudy et Buxeraud (2005), soit par production de B-lactamases
comme rapporté par Quintiliani et Courvalin (1995).
1.4.2. Les Tétracyclines :

Pour cette famille d’antibiotique, un taux de résistance de 89% est enregistré au sein du
lot témoin contre un taux de 70% pour le lot expérimental. Cependant cette différence reste
statistiquement non significative P>0,05.

Ces résultats sont inférieurs a ceux de Messaiet a/ (2013) dans la région est de 1’ Algérie
(98,3%). Mais ils sont supérieurs a ceux de Hammoudi et Aggad (2008) dans la région ouest
de I’Algérie (82%) et ceux d’Amara (1986) au Maroc avec un taux de (82%) et Filali (1988)
au Maroc (81%).

Les tétracyclines représentent les plus anciennes molécules utilisées, autant en thérapie
que préventivement, ces molécules ont une activité bactériostatique et ils ont une bonne
diffusion tissulaire et intracellulaire comme rapporté par Gaudy et Buxeraud (2005), ils ont
aussi ¢été utilisés en tant que "facteurs de croissance", engendrant des résistances tres ¢levées
en aviculture. La persistance et I’augmentation croissante de cette résistante sont attribuées,
en partie, a I’usage intempestif de cette famille d’antibiotiques a large spectre, mais également
a leur incorporation systématique dans ’alimentation des animaux d’¢levage destinés a la
consommation humaine, et a des doses souvent sub-thérapeutiques, en prophylaxie ou dans le
but de stimuler la croissance et d’améliorer le rendement. Cette dernicre possibilité est évoqué
y a plus de 50 ans, comme cause probable de I’apparition des souches résistantes comme
rapporté par Abdennebi (2006).

1.4.3. Les sulfamides :

En thérapeutique, les sulfamides se retrouvent dans trois classes médicamenteuses : les
anti- infectieux, les antidiabétiques oraux et les diurétiques.

Pour cette famille d’anti-infectieux, la sensibilité des souches est testée vis-a-vis de
’association triméthoprime/sulfaméthoxazole, connue sous le nom commercial de Bactrim®.
Le taux de résistance enregistré pour cet antibiotique est 78% au sein du lot témoin contre
94% au sein du lot expérimental cet écart était statistiquement non significatif P>0,05.

Ces résultats sont élevés par rapport aux résultats de Hammoudi et Aggad (2008) dans
la région ouest de I’ Algérie ou ils ont enregistré un taux de 42%, ils sont également supérieurs
a I’étude de Ammar Ahmed (2009) dans 1’ouest Algérien avec un taux de 70%, ainsi que celle
de Blanco et al (1997a) en Espagne (63%) et Yang et al (2004) en Chine(63%). Cependant,
ces résultats sont inférieurs a ceux de Bouzagh (2010) au centre d’ Algérie (96,4%).

Leur spectre d’action, théoriquement large, englobe la majorité des especes

bactériennes a Gram + et a Gram -.

.
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Les taux importants enregistrés, autant dans cette étude que par d'autres auteurs, est
probablement la conséquence de la trés importante prescription de cet anti-infectieux, utilisé
notamment dans la prévention contre les salmonelles, et aussi lors de coccidioses. Cette
molécule est utilisée quasi-systématiquement en association avec des anticoccidiens dans le
traitement et la prévention de ces dernicres, conduisant ainsi a son inefficacité contre les
colibacilles.

1.4.4. Les quinolones :

Dans cet essai, la sensibilité des souches isolées est testée vis-a-vis de 1’acide
nalidixique, quinolone de premicre génération, et I’enrofloxacine, quinolone de troisieéme
génération. Les taux de résistance pour 1’acide nalidixique sont de 84% pour le lot témoin
contre 94% pour le lot expérimental avec une différence révélée non significative P>0,05, et
de 78% chez le lot témoin contre 64% chez le lot expérimental pour I’enrofloxacine révélée
¢galement non significative P>0,05.

Pour 1’Acide nalidixique, ces résultats sont supérieurs par rapport aux résultats de
Bouzagh (2010) dans la région centre d’Algérie (48%) et de Blanco et a/ (1997a) en Espagne
(48%) ainsi, que ceux de Zhao et a/ (2004) aux USA (59%). Cependant ils sont inférieurs a
ceux de Messai (2013) dans la région est de 1’Algérie (96%) ainsi, que ceux de Zharaei et
Farashi (2006) en Iran qui ont enregistré un taux de résistance de 100%.

Pour I’Enrofloxacine, ces résultats sont supérieurs par rapport aux résultats de
Hammoudi et Aggad (2008) et ceux de Ahmed et Ammar (2009) dans ’ouest de 1’Algérie
avec des taux de 6% et 45% respectivement ainsi, que ceux de Blanco et al/ (1997a) en
Espagne (18%) et Amara (1992) au Maroc (23%). Cependant ils sont intermédiaires par
rapport a I’étude de Messai (2013) dans la région est de 1’ Algérie (72%) mais sont inférieurs a
ceux de Yang et al en Chine (90%) et Kim et a/ (2007) en Corée (92%).

La résistance aux quinolones est exclusivement liée a des mutations chromosomiques :

e Mutations sur les genes codant pour les topo-isomérases, entrainant une perte
d’affinité de I’enzyme pour les quinolones ;

e Augmentation du transport actif de 1’antibiotique hors de la bactérie comme signalé
par Gaudy et Buxéraud (2005) et Nauciel et Vildé (2008).

Ces taux tres ¢élevés de résistance a cette famille d’antibiotiques peuvent Etre
expliqués, d’une part, par la forte utilisation de ces molécules en raison de leur grande
disponibilité¢ sur le marché algérien, et surtout par la présence de génériques a prix tres
abordables, alors qu’il y a quelques années, il n’existait que la molécule mere, trés onéreuse ;

d’autre part au fait que les quinolones partagent un seul et méme mécanisme d’action.

.
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Selon Baucheron et al. (2003), deux mutations dans le géne gyrA et une ou deux
mutations dans le géne parC au niveau de la région QRDR (Quinolone
ResistanceDeterminingRegion) chez les souches E. coli d’origine aviaire, conférent un haut
niveau de résistance vis-a-vis de 1’acide nalidixique et de 1’enrofloxacine.

1.4.5. Les aminosides :

La sensibilit¢ des souches isolées dans cette étude est testée vis-a-vis de deux

molécules de cette famille d’antibiotiques, que sont la néomycine, et la gentamicine.
Pour la néomycine. Ces résultats révelent un taux de résistance de 68% au sein du lot témoin
contre 88% au sein du lot expérimental, notons que cette différence est statistiquement non
significatif P>0,05. Ces résultats ce sont révélés supérieurs a ceux de Bouzagh (2010) au
centre d’Algérie (12%) et ceux de Filali (1986) au Maroc (4%). Cependant ils restent
intermédiaire par apport a I’étude de Messai (2013) dans la région est de I’Algérie ou il a
enregistré un taux de 75%.

Pour la Gentamicine, ces résultats révélent un taux de résistance de 10,52% au sein du
lot témoin contre un taux de 5,88 au sein du lot expérimental, notons que cette différence est
non significative P>0,05. Ces résultats sont supérieurs a ceux de Messai (2013) dans la région
est de I’Algérie (5,5%). Cependant ils restent inférieurs par rapport a 1’étude de Blanco et al
(1997a) en Espagne ou ils ont enregistré un taux de 14% ainsi que 1’étude de Zhao et al
(2005) aux USA (69%).

La forte sensibilit¢ des souches E.coli vis-a-vis de la gentamicine est due au non
utilisation de cet antibiotique dans les ¢élevages avicoles d’ou un taux de résistance tres faible.
En pratique, il existe des contraintes quant a son utilisation : dans certains pays, comme
I’Iran, la gentamicine n’existe que sous la forme injectable (trés récemment en poudre),
forme intéressante pour les ¢éleveurs car ’administration de ce produit requiert une main-
d’ceuvre spécialisée qui colte cher. De plus, la manipulation des sujets provoque un stress et
peut rendre la situation délicate. Les injections ne sont pas tolérées chez le poulet,
spécialement lors de colibacillose, comme rapporté par Saberfar et al. (2008).

1.4.6. Les polypeptides :

La sensibilité des souches est testée vis-a-vis de la molécule type de cette famille
d’antibiotiques qui est la colistine, les résultats indiquent une résistance nulle avec un taux de
0% pour les deux lots (t¢émoin et expérimental).

Ces résultats sont inférieurs a ceux enregistrés par Hammoudi et Aggad (2008) dans la
région ouest d’Algérie 3% et de Messai et al (2013) dans la région Est d’Algérie avec 5.5 %
ainsi, que ceux de Bouzagh 2010 au centre d’Algérie (14,5%) et Ahmed Ammar (2009) dans

I’ouest Algérien avec un taux de 13%.

.
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Ce taux nul de résistance peut étre expliquée par 1’utilisation modérée de cette molécule
en élevage avicole dans la région étudiée car elle ne franchit pas la barrieére intestinale et est
donc inactive per os sur les colibacilles systémiques. Elle est cependant utilisée en association
avec les P-lactamines car cette association procure un effet synergique, et peut aider a la
maitrise des colibacilles pathogénes respiratoires encore en situation intestinale.

1.4.7. Les phénicoles :

La sensibilit¢ des souches E. coli isolées dans cette étude est testée vis-a-vis de
la molécule la plus ancienne de cette famille, le chloramphénicol. Ces résultats évoquent un
taux de résistance de 21% pour le lot témoin contre 82% pour le lot expérimental, cette
différence enregistrée s’est révélée statistiquement significative P<0,05.

Ces résultats sont supérieurs par rapport a I’étude de Zhao et a/ (2005) aux USA (11%)
et Kim et al en Corée 2007 avec un taux de 9%. Cependant, les résultats obtenus par Messai
en 2013 dans la région est d’Algérie sont intermédiaires par rapport a cet essai (45%).

Ce médicament n’est plus sur le marché officiel. Ce taux ¢élevé serait donc le fait de la
persistance d’une résistance acquise antérieurement, ou d’une résistance *croisée*.

1.4.8. Les furanes :

La sensibilité de ces souches est testée vis-a-vis du nitrofurane, pour cet antibiotique un
taux de 26% a été enregistré au sein du lot témoin et 35% au sein du lot expérimental. Cet
écart enregistré entre les deux lots (témoin et expérimental) est non significatif P>0,05.

Les résultats de cette étude sont supérieurs a 1’¢tude de Messai (2013) dans la
région est de I’Algérie avec un taux de 18% et I’étude de Bouzagh (2010) dans la région
centre d’Algérie (21%).Cependant ils restent inférieurs par rapport aux résultats de Amara
1986 au Maroc qui a enregistré un taux de 64% et Blanco et al/ (1997a) en Espagne (49%)
ainsi que 1’étude de Zharaei et Farashi (2006) en Iran avec un taux de 56%.

Cet antibiotique ayant été retiré de la nomenclature vétérinaire et n’ayant été a aucun
moment administré lors de cette étude, tout laisse supposer que la résistance observée est le
fruit d’une résistance croisée. Elle aurait dans ce cas un support plasmidique du fait de
I’émergence rapide de souches porteuses de plasmides de multirésistanceaminoglycoside et
Nitrofurane, ou, comme indiqué précédemment, en raison d’une utilisation illégale.

Les taux de résistances ¢levés enregistrés au sein du lot expérimental par rapport au lot
témoin ce sont avérés statistiquement non significatifs sauf pour le chloramphénicol ou le taux
de résistance relevé au niveau des poulets supplémentés est significatif par rapport aux poulets
témoins (P<0,05).

Au final, d’apres les résultats des antibiorésistances obtenus au sein des deux lots, il a

été affirmé que la supplémentation en symbiotique n’a eu aucun effet sur les bactéries

.
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intestinales ¢’est-a-dire que la résistance des bactéries aux antibiotiques n’a pas été influencé
par le produit symbiotique.

I. 5. Les multirésistances :

I. 5.1. Lot témoin :

Les taux de multirésistances sont présentés dans le tableau 7 et illustrés dans la figure
21.

Ces derniers montrent que parmi les 19 souches isolées, il n’existe aucune souche qui ne
soit résistante a aucun antibiotique, les 19 souches sont toutes résistantes a au moins deux
antibiotiques avec un taux de 100%.

Alors que 94,73% sont résistantes a au moins 3 antibiotiques, 73,68% a au
moins 4 antibiotiques. 63,15% a au moins 5 antibiotiques, 31,57% a au moins 6 antibiotiques,
21, 05% a au moins 7 antibiotiques, 5,26% a au moins 8§ antibiotiques et 9 antibiotiques.

Mais il n’existe pas de souches qui sont résistantes a 10 et 11 antibiotiques et donc un
taux de 0% pour 10 et 11 antibiotiques.

Tableau 7: Pourcentages des multirésistances des souches E. coli aux antibiotiques (lot

témoin)
Nombre des Nombre des souches Le pourcentage %
antibiotiques
0 0 0
1 0 0
2 1 5,26
R) 4 21,05
4 2 10,52
S 6 31,57
6 2 10,52
7 R) 15,78
3 0 0
9 1 5.26
10 0 0
11 0 0
Total 19 100
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Figure 21 : Pourcentages des multirésistances des souches E. coli isolées pour le lot témoin.

I. 5.2. Lot expérimental :

Les taux de multirésistances pour le lot expérimental sont présentés dans le tableau 8 et
la figure 22.

Ces derniers montrent que parmi les 17 souches isolées, il n’existe aucune souche qui ne
soit résistante a aucun antibiotique, les 17 souches sont toutes résistantes a au moins deux
antibiotiques avec un taux de 100%.

Alors que 94,11% sont résistantes a au moins 3 antibiotiques et 4 antibiotiques, 82, 35%
a au moins 5 antibiotiques. 64,70% a au moins 6 antibiotiques, 29,41% a au moins 7
antibiotiques, 23,52% a au moins 8 antibiotiques, 17,64% a au moins 9 antibiotiques.

Mais il n’existe pas de souches qui sont résistantes a 10 et 11 antibiotiques et donc un taux

de 0% pour 10 et 11 antibiotiques.
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Tableau 8: Pourcentages des multirésistances des souches E. coli (lot expérimental)

0

0
5.88
0
11,76
17,64%
35,29
5.88
5.88
17,64
0

0

7 100

D[ [N|N[h (W] =D

e S A L L S R = L (= ()

11 et 10 ATB
O2a

Figure 22:Pourcentages des multirésistances des souches E. coli isolées pour le lot

expérimental.

Pour Ie lot témoin les forts pourcentages de multirésistances sont enregistrés vis-a-vis
de 5,3 et 7 antibiotiques avec des pourcentages de 31,57%, 21,05%, 15,78% respectivement
alors que pour le lot expérimental les forts pourcentages de multirésistances sont enregistrés
vis -a- vis de 6, 9 et 5 et 4 antibiotiques avec des pourcentages de 35,29%, 17,64% et enfin
11,76% respectivement.

Cette forte multirésistance peut étre due a I’utilisation anarchique et abusive des

antibiotiques dans le secteur avicole, sans recours a 1’antibiogramme.
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Cependant les forts taux de multirésistances enregistrés dans le lot expérimental par apport au
lot témoin peuvent étre expliqués par le changement brusque d’alimentation qui a été effectué
alJ3l.

PS : I’aliment qui a été donné ce jour-la était un aliment de trés mauvaise qualité, stocké dans
de mauvaises conditions représentant un aliment de finition et donc un aliment pauvre en
protéines brutes.

Aussi, il est important de signaler, que les animaux étaient en pleine période de croissance
(période critique), et donc comparé aux poulets du lot témoin qui eux avaient toujours leur
ancien stock d’aliment, au sein des poulets du lot expérimental, 1I’équipe de recherche a noté
une baisse considérable de consommation qui a duré presque 48h ce qui a affaibli les poulets
entre autre leur systéme immunitaire, favorisant en contrepartie la croissance des bactéries
pathogenes, leur prolifération ainsi que I’expression de leurs geénes de résistances.

Lafont et al., (1984) et Chulasiri et Suthienkul (1989) rapportent que les caractéristiques des
souches E. coli aviaires sont souvent identifiées chez d’autres souches E. coli isolées d’autres
animaux. De ce fait, les souches E. coli aviaires peuvent étre une source potenticlle de
transmission de génes et plasmides qui codent pour la résistance aux antibiotiques, ainsi que
des facteurs de virulence.

Cette forte multirésistance est menagante car elle présente un énorme risque pour I’¢levage
avicole lors de transmissions plasmidiques des résistances d’une bactérie a une autres, d’ou
des échecs aux traitements, et par conséquent diminution de la production a cause de taux de

morbidité et de mortalité élevés.

1.6. Les antibiotypes (Les profils de résistances, Phénotypes) :

1.6.1. Lot témoin :

Dans cette étude, 18 antibiotypes différents sont isolés, dont les plus importants sont
rapportés dans le tableau 9 .

Tableau 9 : Principaux antibiotypes d’E. coli isolés a partir du lot témoin

Antibiotype Désignation Nombre de Pourcentage %
souches
AUG- AMP- NA- LE-TE - COT =K A 2 10,52 %
AUG- AMP- NA- LE- TE- COT- K-F-C B 1 5,26 %
AUG- AMP- NA- LE- TE- COT- GEN c 1 5,26 %
AUG- AMP- NA- LE- TE- COT D 1 5,26 %
AMP- NA-LE- TE- K E 1 5,26 %
AMP -NA-LE- TE - K- COT F 1 5,26 %
AMP- NA- TE- K- COT G 1 5,26 %
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Parmi les 18 profils de multirésistance obtenus dans notre étude, 7 désignés de A a G attirent
I’attention particuliérement, dont le plus important est le profil A avec 10,52%, le reste des
profils a savoir B, C, D, E, F, G avec un taux de 5,26%.

1.6.2. Lot expérimental :

Pour le lot expérimental, 11 antibiotypes différents sont isolés, dont les plus important sont
représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 10 : Principaux antibiotypes isolés a partir du lot expérimental

Antibiotype Désignation Nombre de Pourcentage %
souches
AUG- AMP- COT- NA- LE-TE-K-F-C A 3 17,64 %
AUG- AMP- COT- NA- LE- TE-K-GEN B 1 5,88 %
AUG- AMP- COT- NA- LE-TE Cc 2 11,76 %
AUG- AMP-COT-K-C D 2 11,76 %
AMP- COT- K- NA- LE- TE E 2 11,76 %
AMP -COT-K- C F 2 11,76 %
AMP- COT-K- F- NA- LE- TE G 1| 5,88 %

Parmi les 11 profils de multirésistance obtenus dans cette étude, 7 désignés de A a G ont été
choisi, dont le plus intéressant est le profil A avec 17,64%, pour les profils C, D, E, F un taux
de 11,76 % a été obtenu et pour les profils restant a savoir B et G un taux de 5,88% a été
enregistré.

Ces résultats refletent 1’utilisation abusive et anarchique de ces produits en raison de leur
large disponibilité sur le marché algérien, en I’absence de législation réglementant leur
utilisation a titre thérapeutique et préventif. Ainsi, plusieurs antibiotiques sont utilisés
couramment a titre préventif et curatif, sans recours a I’antibiogramme pour choisir la
molécule la plus efficace contre le germe en cause.

Ces souches peuvent transférer leur large phénotype d’antibiorésistance par transmission
verticale a leur descendance et par transmission horizontale a des espéces différentes de
bactéries via 1’échange de matériel génétique, permettant la diffusion de ces profils et
réalisant la transmission épidémique de cette multirésistance, d’une part. D’autre part, la
contamination de I’homme par ces bactéries multirésitantes (par exemple lors d’opération
d’abattage) constituera I'une des causes majeures des difficultés de traitement chez I’homme.
Van Den Bogaard et al. (2001) ont isolé des souches E. coli chez les humains qui travaillent
en promiscuité avec les oiseaux, exprimant les mémes antibiotypes que les souches aviaires.
Cette trouvaille indique que la transmission de la résistance des souches aviaires aux souches
humaines est possible.

Pour le lot témoin, une co-résistance vis-a-vis de 6 molécules d’antibiotiques a savoir

Amoxicilline/Ac  clavulanique, Ampicilline, Acide nalidixique, Enrofloxacine,
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Tetracycline, Trimethoprime/ sulfamethoxazole (AUG- AMP- NA- LE- TE- COT) ont été
administrés et donc 26,31% de les souches expriment cette co-résistance , elle est présente
chez les souches E. coli qui ont les profils de multirésistance les plus importants : A, B, C, D.
Alors que pour le lot expérimental, également une co-résistance vis-a-vis de 6 molécules
d’antibiotiques a savoir Amoxicilline/ Ac clavulanique, Ampicilline, Trimethoprime/
sulfamethoxazole, Acide nalidixique, Enrofloxacine, Tetracycline (AUG-AMP- COT- NA-
LE- TE) ont ét¢ administrés et donc 35,29% de ces souches expriment cette co-résistance, a
savoir les souches E.coli représentés par les désignations A, B, C.

Le taux légerement élevé de Co-résistance enregistré au sein du lot expérimental qui est de
35,29% par rapport au lot témoin 26,31%, peuvent étre expliqué par 1’épisode dont I’¢levage a
da faire face a J31.

Les résultats enregistrés ci-dessus ont été rapportés a J25 et J45,

PS : une erreur d’élevage s’est produite au 31 ére jour ce qui avait affecté énormément les
animaux a cette période surtout sur le plan métabolique et immunitaire.

Selon Courvalin (2008), la conséquence de cette organisation génétique est la Co-sélection :
une classe d’antibiotiques a laquelle la bactérie est résistante pourra sélectionner la résistance
a des classes d’antibiotiques non reliées, engendrant ainsi un large phénotype résistant de la

bactérie.

I.7. L’étude BLSE :

Sur les 40 sujets autopsiés, 52 souches ont été isolées dont 46 E.coli. 7 parmi les 52 se sont
révélées résistantes a au moins une céphalosporine de 3éme génération «
CEFOTAXIME» (profil BLSE) avec une prévalence de 13%. Notant que la totalité¢ de ces
souches BLSE ont été isolées a J25.

Dans cette étude, les souches présentant un profil BLSE, sont des souches qui ont été
identifiées chez 1’espéce E. coli avec une prévalence de 86% mais également chez 1’espéce
Serratiamarcescensavec une prévalence de 14%.

Apres la recherche des souches BLSE par la technique décrite dans la partie méthode, les
résultats de cette étude, démontrent une seule souche BLSE confirmée puisque, cette derniére
s’est révélée positive au test de synergie « test de recherche des BLSE » ainsi, qu’au test du
double disque qui est le test de confirmation. Au final la prévalence des souches BLSE

positive pour cette expérimentation est de 14%.

-
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I. 8. Effet du symbiotique sur la flore coliforme intestinale :

Le tableau 11 et la figure 23 rapportent les résultats relatifs aux dénombrements des
coliformes totaux et fécaux ainsi que les Escherichia coli chez les poulets témoins et ceux
supplémentés en symbiotique évalués a J45 dans les fientes.

Tableau 11 : Nombre de coliformes (totaux et fécaux) ainsi que les E.coli dénombré au
niveau des fientes a J45, chez les poulets témoins (lot témoin) et ceux supplémentés en

symbiotique (lot expérimental).

Dénombrement des coliformes
(Totaux et Fécaux) et les E.coli a J45

(log de 25 UFC/ g)
Coliformes Totaux 10,60 10,70
Coliformes Fécaux 10,63 10,79
Eschérichia coli 10,72 10,78

UFC : Unité formant colonies.
10,85 -
10,8 -
10,75 -
10,7 -

M Lot témoin

10,65 - M Lot expérimental

10,6 -

10,55 -

10,5 -
Coliformes totaux Coliformes fécaux E.coli

Figure 23 : Effet de la supplémentation en symbiotique sur la flore coliforme a J45.

1.8.1. Comparaison entre le lot témoin et le lot expérimental :
Pour les coliformes totaux et fécaux, les résultats enregistrés révelent une trés légere
augmentation chez les poulets du lot expérimental comparé aux poulets du lot témoin, 10,70

UFC/ 25g contre 10,60 UFC/ 25g respectivement pour les coliformes totaux et 10,79 UFC/
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25g contre 10,63 UFC/ 25g respectivement pour les coliformes fécaux, comme le présente le
tableau 11 et illustre la figure 23.

Pour les Escherichia coli, I’augmentation du nombre de colonies a été rapportée chez les
poulets supplémentés (lot expérimental) avec 10,78 UFC/ 25g comparé aux sujets témoins

(lot témoin) 10,72 UFC/ 25 g.

1.8.2. Comparaison entre les deux lots (témoin et expérimental) et la norme :
1.8.2.1. Coliformes totaux et fécaux :
Dans ces conditions expérimentales, ci-dessous les résultats obtenus :

Les coliformes totaux

Pour le lot témoin : 4,05 * 10'°
Pour le lot expérimental :  6,13*10'°
Les coliformes fécaux

Pour le lot témoin : 4,29 *10'°

Pour le lot expérimental : 6,26 10'°

Ces résultats se révelent supérieurs a la norme maximale recommandée au niveau du contenu
intestinal qui de 107 coliformes/g de produit.

1.8.2.2. Escherichia coli :

Les résultats obtenus pour le dénombrement des Escherichia coli :

Pour le lot témoin : 5,28 *¥10'°

Pour le lot expérimental : 6,11 *10'°

Ces résultats sont supérieurs au seuil maximal recommandé au niveau intestinal qui se situe
entre 10°  108E.coli/g de produit en se référant a la norme AFNOR (NF V08 —060).

L’¢équipe de recherche a expliqué cette Iégeére hausse signalée chez les poulets
supplémentés du lot expérimental en comparaison avec ceux du lot témoin, par ’incident
d’¢levage survenu a J31 (voir discussion générale).

Cet incident, a permis aux pathogeénes de se développer sachant que le changement d’aliment
représente un stress pour les animaux, ajouter a cela la baisse de consommation notée au sein
du lot expérimental .tout ceci favorise la croissance des bactéries qui se définissent comme
des microorganismes opportunistes accélérant leur multiplication deés qu’il y a une baisse
d’immunité. Ceci dit cette augmentation s’est révélée sans danger majeure,

Le déséquilibre de la flore intestinale chez la volaille est responsable en premier degré de
problemes de diarrhée, or durant toute cette expérimentation aucun des problémes de
diarrhées ni une litiere humide a été noté .Une litiere humide est un milieu favorable pour la

fermentation microbienne et le dégagement par conséquence d’ammoniac, qui représente

.
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I’une des premicres causes de maladies respiratoires chez la volaille. Cependant ce
dernier s’est révélé dans les normes acceptables au sein du batiment (voir taux d’ammoniac
dans partie méthodes).

Au final il a été conclu que cette légere augmentation des coliformes rapportée chez les
poulets supplémentés a été sans danger majeur. Ceci revient au symbiotique utilisé€, qui par la
présence de bactéries probiotiques qui en contient, a favorisé le rééquilibre du milieu
intestinal.

1.9. Effet du symbiotique sur la flore aérobie mésophile totale (FAMT) :

Le dénombrement de la flore aérobie mésophile totale (FAMT), chez les poulets témoins (lot
témoin) et ceux supplémentés en symbiotique (lot expérimental), évalué a J45 au niveau du
bréchet est rapporté dans le tableau 12 et la figure 24.

Tableau 12 : Nombre de colonies représentant la FAMT mesuré au niveau du bréchet, a

J45pour les poulets témoin (lot témoin) et ceux supplémentés (lot expérimental).

Dénombrement de la FAMT
(log de 25 UFC/g) 4 J45

Flore aérobie mésophile totale 6,32 4,14

UFC : Unité formant colonies

B FAMT

Lot témoin Lot expérimental

Figure 24 : Effet du symbiotique sur la flore aérobie mésophile totale a J45.

1.9.1. Comparaison entre le lot témoin et le lot expérimental :
Les résultats montrent, une baisse considérable du nombre de bactéries de la FAMT 6,32

UFC/ 25g respectivement soit une baisse de 34%, ceci démontre une qualité enregistrée chez
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le lot expérimental & J45 comparé au lot témoin : 4,14 UFC/ 25g contre sanitaire de viande
meilleure chez les poulets supplémentés en symbiotique par rapport aux poulets témoins.
1.9.2. Comparaison entre les deux lots (témoin et expérimental) et l1a norme :

Les résultats obtenus pour le dénombrement de la FAMT effectué a J45 est comme suit:

Pour le lot témoin : 2,12%10°

Pour le lot expérimental : 1,39* 10*

Ces résultats se révelent bon comparé au seuil maximal toléré dans la viande et qui fixé a
10’UFC/g.

Cette étude démontre, une meilleure qualité¢ sanitaire de la viande au sein du lot
expérimental, comparé a la viande du lot témoin, ceci est expliqué par I’effet des bactéries
probiotiques utilisées, ces derniéres agissent au niveau intestinal et participent a 1’équilibre de
la flore en favorisant la croissance des bactéries bénéfiques pour 1’hote et cela en créant par
différents mécanismes un environnement défavorable a la survie des bactéries pathogenes.

Un environnement intestinal stable et équilibré améliore I’état de santé de I’hote et par
conséquent son systéme immunitaire qui devient plus performant comme le révele I’étude de
Kobayashi et al 2002 avec I’utilisation d’une souche de Bifidobacteriumthermophilum ou ils
ont démontré une protection vis-a-vis d’une infection expérimentale par Escherichia coli
(effet immunostimulateur) ceci confirme une meilleure réponse immunitaire systémique par
le biais de la stimulation de 1’évolution des IgM en IgG (Sato et al, 1986) et donc une
neutralisation systémique perpétuelle des bactéries .

Ces résultats rejoignent I’explication avancée concernant le dénombrement des coliformes.
Le dénombrement des coliformes s’est révélé plus important chez les poulets supplémentés en
comparaison avec les poulets témoins, cependant cette élévation est restée sans danger majeur
et ceci est appuyé par les résultats obtenuspour la FAMT qui confirment une meilleure

qualité sanitaire de la viande des poulets supplémentés.
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Conclusion et Perspectives

Conclusion :

Rappelons que 1’expérimentation est faite par une équipe de recherche a 1’Ecole
Nationale Supérieure Vétérinaire d’Alger et s’est portée sur I’'impact d’une addition en
symbiotique sur les antibiorésistances envers E. coli, la microflore intestinale ainsi que la
qualité sanitaire de la viande.

Cette derniere a révélé qu’aucune amélioration d’antibiorésistance d’E. coli n’a été
enregistré suite a I’addition en symbiotique.

Aussi, aucun effet positif n’a été rapporté concernantles coliformes totaux et fécaux
apres cet apport en symbiotique, méme que le lot supplémenté a révélé un dénombrement de
coliformes plus important au niveau des fientes que chez le lot témoin. Toute fois cet apport a
permit une réduction du nombre de bactéries que renferme la flore aérobie mésophile totale.

Les résultats de cette étude sont intéressants et suscitent 1’attention pour des éventuels
essais et expérimentations afin de montrer que les symbiotiques peuvent étre 1’avenir en ce
qui concerne les élevages, et ainsi s’en passer des antibiotiques surtout que les résultats ont
¢té obtenu dans des conditions locales et aprés un déséquilibre, rapidement récupéré en
particulier par les poulets ayant recu I’apport en symbiotique, aprés I’incident survenu le 31°™

jour.
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ANNEXE 1:

Compositions des milieux utilisés :

1) Milieux de pré enrichissement et d’enrichissement :

Eau peptonée tamponnée (EPT)
Peptone

Chlorure de sodium

Phosphate disodique anhydre
Dihydrogénophosphate de potassium
pH=7,2+0,2

Bouillon Nutritif (BN)
Peptone

Chlorure de sodium
Extrait de beeuf

pH Final 7,3

Bouillon sélenite f broth (SFB)
Digestion pancréatique de caséine
Lactose

Sélénite de sodium

Phosphate de sodium

2) Milieux d’isolement :

Gélose Hektoen :

Protéose-peptone

Extrait de levure : facteur de croissance

Lactose : critére de différenciation
Saccharose : critére de différenciation

Salicine : critére de différenciation

Citrate de fer III et d'ammonium révélateur d'H2S

Sels biliaires : inhibiteur

10g/L
S5¢g/LL

3,5g/L
1,5g/L

10g/L
5¢/L
10g/L

5¢g/L
4g/L
4g/L
10g/L

12,0 g/L
3,0g/L
12,0 g/L
12,0 g/L
2,0 g/L
1,5 g/L
9,0 g/L



Fuchsine acide : inhibiteur 0,1 g/L

Bleu de bromothymol : indicateur de Ph 0,065 g/L
Chlorure de sodium : maintien de la pression osmotique 5,0 g/L
Thiosulfate de sodium : précurseur d'H2S 50g/L
Agar 14,0 g/L
pH=7,6

Gélose Salmonella-Shigella (SS) :

Peptone S5¢g/LL
Extrait de viande de beeuf S5¢/LL
Sels biliaires 4,2g/L
Citrate de sodium 10g/L
Thiosulfate de sodium 8,5g/L
Citrate de fer 2g/L
Lactose 10g/L
Rouge neuter 25mg
Vert brillant 0,3mg
Agar 12g/L

pH final 7,3 + 0,2 4 25°C

3) Milieu pour antibiogramme :

Mueller Hinton :

Extrait de viande 3g
Hydrolysat acide de caséine 17,5¢
Amidon 1,5¢
Agar l6g
Eau distillée 1L
pH=173

4) Milieux pour le dénombrement

o Milieu lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre (VRBL)
Peptone 7g/L
Extrait de levure 3g/L



Lactose

Chlorure de sodium
M¢élange sel biliaire
Cristal violet
Rouge neutre

Agar

pH 7,4

10g/L
5S¢/l
1,5g/L
0,002g/L
0,03g/L
15g /L

o Gélose glucosée biliée au cristal violet et au rouge neutre (VRBG)

Extrait de levure
Peptone

Chlorure de sodium
Sels biliaires
Glucose

Rouge neutre
Cristal violet

Agar

pH7,4+0,2

o Milieu plate Count Agar (PCA)
Tryptone
Extrait de levure
Glucose
Agar
pH 7

3g/LL

7g/L

5¢g/L
1,5g/L
10g/L
0,03g/L
0,002¢g/L
12g/L

6g/L
2,5¢g/L
1 g/L
15g/L
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Tableau de lecture Api 20 E
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(1) Une tres 1égére couleur jaune est également positive.

(3) Une couleur orange apparaissant aprés 36-48h d’incubation doit étre considérée négative.
(4) Lecture dans la cupule (zone aérobie).

(5) La fermentation commence dans la partie inférieure des tubes, I’oxydation commence
dans la cupule.

(6) Une légere coloration rose apparaissant apres 10 minutes doit étre lue négative.
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