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RESUME

Le but de cette éude est d'évauer I'impact de la supplémentation dimentaire en Pediococcus
acidilactici sur les performances zootechniques, les paramétres sanguins, la flore de lactobecilles et
I"higométrie intestindes du poulet de chair. Durant 49 jours 960 poussns sont répatis en 2 lots
(8 répétitions de 60 poussins par traitement), nourris avec le méme diment de base supplémenté ou non
avec 10° UFC de Pediococcus acidilactici/kg d aiment.

Dans nos conditions expérimentaes, I addition du probiotique a permis de réduire de moiti€ le taux
de mortaité mais n'a pas modifié significativement les poids vifs moyens des poulets a 49 jours
d &ge (24919 + 37g contre 2455 + 24g pour les témoins; P=0,42) ni le rendement de la carcasse.
En revanche, ce traitement a réduit significativement la consommation d’aiment (-4%, P<0,05) et
par consdquent I'indice de consommation (-3%, P<0,05). Ces réaultats traduisent une meilleure
assimilation des nutriments induite par la complémentation en probiotique qui pourrait s expliquer
par la plus grande surface d’ absorption intestinde révélée par I’ accroissement des longueurs totales
de I'intestin (+15% en moyenne, P<0,05) et des hauteurs et volumes des villosités intestinaes
(P<0,001) chez les poulets supplémentés comparés aux témoins. De plus, dans ces mémes
conditions, I'gout de probiotique dans I'diment a nettement (P<0,01) diminué les teneurs
plasmatiques en cholestéral, en triglycérides et en lipides totaux (respectivement de -23%, -43% et -
25% en moyenne entre J28 et J49) tout en augmentant le nombre total de Lactobacilles au niveau de
laflore duodénde et ce quelque soit I &ge (P<0,05).

Nos réaultats révelent un impact certain du probiotique Pediococcus acidilactici sur I’ utilisation
digedtive et métabolique de I’ diment qui mérite des éudes ultérieures pour ducider les mécanismes
d action.

Mots clés:, Pediococcus acidilactici, Supplémentation, Poulet de chair, Performances de croissance,
Microflore digestive, Histométrie intestinale, Paramétres biochimiques sanguins.



ABSTRACT

The am of this study was to evauate the impact of the dietary Pediococcus acidilactici
supplementation on growth performances, blood parameters, the lactobacillus digestive microflora
and the intestinal histometry of broiler chickens. For 49 days, 960 chicks were dlocated in 2
experimental groups (8 replicates of 60 chicks by treatment) fed with a same basal diet
supplemented or not with 10° UFC of Pediococcus acidilactici/kg of feed.

In our experimental conditions, the addition of the probictic allowed to reduce by hdf the mortdity
rate but did not significantly modify the average live weights of the chickens at 49 days of age
(2491g + 37g vs 2455 + 24g ; P=0.42) nor the yield of the carcass. On the other hand, this trestment
ggnificantly reduced the feed intake (-4%, P<0.05) and consequently the feed conversion ratio (-3
%, P<0.05). These reaults indicate a better nutrient assmilation induced by the probiotic feed
complementation which could be explained by the larger intestinal absorption surface as revedled by
the higher total intestind length (+15 % on average, P<0.05) and the larger heights and volumes of
the intestind villogties (P<0.001) in the supplemented chickens as compared with controls.
Furthermore, in these conditions, the feed probiotic supplementation has clearly (P<0.01) decreased
the cholesteral, triglycerides and totd lipids plasmatic concentrations (respectively by about 23%,
43% and 25 % between 28- and 49-d-old) while increasing the tota number of the duodena
Lactobacillus spp microflora (P < 0.05).

Our data show a significant impact of the probiotique Pediococcus acidilactici on the digestive and
metabolic use of the diment which needs later sudiesto clarify the mechanisms of action.

Keywords: Prabiotic, Pediococcus acidilactici, Supplementation, Broiler Chicken, growth Performances,
Intestinal microflora, intestind Histometry, Biochemica blood parameters.
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Introduction générale

"aviculture nationale a connu au cours des vingt cing derniéres années un essor

considérable gréce a son industrialisation. Néanmoins, cette derniere soumet les

poulets & des conditions contraignantes en termes de densité, de microbisme et
d alimentation particuliére, obligeant les producteurs a avoir recours a |I’emploi d’additifs
alimentaires pour assurer une bonne productivité et un état sanitaire optimal.

Dans cette optique, |’ usage de substances médicamenteuses, comme les antibiotiques,
était effectué, désles années cinquante, a des doses infra thérapeutiques, dans |'alimentation des
animaux en tant que promoteurs de croissance (GOURNIER-CHATEAU, 1994). Toutefois,
face au risque potentiel d antibiorésistance, la légidation au niveau de la Commission

Européenne a interdit totalement leur utilisation comme facteur de croissance.

En Algérie, une décision ministérielle n° 472 DU 24 Décembre 2006, portant sur
I"utilisation des additifs dans I’aimentation animales, interdit I’ utilisation des antibiotiques
comme facteurs de croissance.

De ce fait, d'autres voies aternatives de recherche ont été explorées, en I’ occurrence,
celle des probiotiques. Ces derniers se définissent comme éat des condituants dimentares
microbiensvivants qui exercent une action bénéfique sur lasanté del’homme et del’animd. Leur finalité
chez I’animal, serait de renforcer les performances zootechniques de croissance et d’ assurer
une prévention des troubles digestifs (tel que la diarrhée) (AUCLAIR, 2001). Cependant, la
littérature montre que, chez le poulet de chair, I efficacité zootechnique des probiotiques reste
controversée. En effet, une grande variabilité des réponses de croissance des animaux
supplémentés en probiotique est constatée. Elle serait liée au fait que ces produits agissent
specifiquement en modulant la flore de I'héte, qui elleeméme varie selon les conditions
d éevage.

En Algérie les premiers essais ont éé rédisss au niveau de la dation expé&imentde des
Monogedtriques de BabaAli (ITELV) en collaboration avec I'ONAB. Le but recherché de ces derniers
éait essentidlement de montrer I'intéré zootechnique de I’ usage de ces probiotiques. En effet, a notre
connaissance, trés peu d éudes se sont penchées sur |’ agpect méabolique et physiologique de ce type
d additifs chez |e poulet. Aing, notre objectif et de préciser, dans nos conditions locdes, I'intéré d' une
complémentation dimentaire en ce probiotique chez le poulet de chair, en &udiant Son impact auss bien
aur la croissance, que sur I'évolution de la flore digedtive e de I'hisomérie intestinde et sur des
marqueurs métaboliques sanguins.
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Ce présent mémoire comporte, en premiére partie, une revue bibliogr aphique articulée en deux
chapitres. Le premier fait le point des connaissances sur les caractéridtiques et réles de la microflore
digedtive du poulet, e le second, présente des données générdes sur le probiotique (définition, roles et
modes d action chez le poulet).

La deuxiéme partie du mémoire est consacrée a I’ éude expérimentale portant sur | effet de la
supplémentation en Pediococcus  acdidilactici sur les performances zootechniques, le rendement de
carcasses, quelques parametres sanguins, I’ hisomérie intestinde et I’ évolution de la flore de lactobecilles
La méthodologie e le protocole utilisés dans notre seront d abord, globdement décrits puis les
résultats seront présentés et discutés. Dans la conclusion générde, nous ferons le point des idées acquises
au cours de cette &ude et présenterons les pergpectives qui en découlent.
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Chapitre 1

La Microflore Digestive Du Poulet

La flore intestinale normale se définit comme étant une collection complexe et en
équilibre de microorganismes qui habitent normalement le tractus gastro-intestinal,
remplissant un réle dans la nutrition, la physiologie et le contréle du systéme immunitaire
del’hote (ISOLAURI et al., 2002).

Chez les oiseaux, le tube digestif est stérile al’ éclosion. L’inoculation naturelle se
fat a partir de la flore des adultes ou de celle des aliments (CHAFAI, 2006).
L’implantation de la flore dépend donc de I'environnement de I’cauf au moment de
I’éclosion qui définit I’ ordre dans lequel les animaux sont exposés aux microorganiSmes,
de leur aptitude a coloniser I'intestin (besoin en nutriments, lieu de dével oppement) et des
interactions entre microorganismes (GABRIEL et al., 2005). Mais de maniére générale, les
micro-organismes s organisent sous la forme de populations en état d’équilibre, créant
ains des habitats ou niches le long du tractus digestif. Ainsi, chague compartiment du tube
digestif est colonisé par différentes populations microbiennes. La flore digestive des
volailles a été tres étudiée et s avere différente de celle des mammiféres, probablement du
fait de différences anatomiques et physiologiques (Figure 1). Elle a été considérée jusqu’ a
présent comme jouant un réle mineur comparativement a celle du colon des mammiferes
(GABRIEL et al., 2003).

. o Cloague
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ph=2.4642.79

Figure 1: Schéma du tractus digestif des volailles et valeurs de pH du contenu digestif
(TOUTAIN & MELOU, 2006).
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|. Caractérisation De La Microflore Digestive Du Poulet

|.1. Description et localisation dansle tube digestif

De fagon générde, laflore digestive comprend les organismes unicdlulaires Situés dans
le tractus digestif, a savoir les bactéries, les champignons et les protozoaires. Les micro-organismes
prédominants sont les popul ations bactériennes représentant une large gamme de types métaboliques
et morphologiques (LU et al., 2003). Celles-ci peuvent ére divisées en trois groupes distincts
(GABRIEL, 2005):

1. Unefloredominante (> 10" UFC/g contenu)
2. Unefloresousdominante (10° & 10° UFC/g)
3. Uneflorerésiduelle (< 10° UFC/g)

Lamajorité des éudes décrivant la flore intestinal e des oiseaLix sont anciennes et sont
basées sur des méthodes de culture conventionnelles. Comme ces derniéres sont limitées face &
I'isolement et & la culture de la flore anaérobie, seules les flores agrobies et anaérobies
facultatives sont prises en compte dans ces études. Les techniques de biologie moléculaire,
basées sur I'identification de I’ADN des micro-organismes, €t permettant de mettre en
évidence tous les micro-organismes présents dans le tractus digestifs méme s'ils ne sont pas
viables dans les conditions de laboratoire, sont encore peu développées chez la volaille
(KNARREBORG €t al., 2002). De ce fat, la flore du poulet reste actuellement
incomplétement décrite (GABRIEL et al., 2003).

D’une maniere globale, les données de microbiologie classique (cultures) ou moléculaire
(clonege et séquencage) reatives a la composition de la flore le long du tube digestif du poulet
(Tableau 1) indiquent, qu'au niveau du jabot, sont retrouvées principadement des Lactobecilles
atachéesal’ épithdium, des Streptocoques et des levures (GABRIEL et al., 2005).

Dans l'intestin gréle, seules les bectéries anaérobies facultatives prédominent
(Lactobacilles, Streptocoques et Coliformes). En revanche, dans les caeca, les anaérobies dricts
comme Eubacterium, des Bifidobactéries et des Clogridies deviennent mgoritaires, méme s des
bactéries anaérobies facultatives sont auss présentestelles que les lactobacilles, les entérocoques et
les coliformes (GABRIEL et al., 2003).

Aingd, chez le poulet, 29 genres bactériens ont &¢é identifiés par les méhodes de culture
conventionndlles. Chague genre et représenté par 3 a4 epeces, e chague espéce par 3 a4 types
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méaboliques différents, ce qui ferait au final plus de 200 types différents (GABRIEL et al.,
2005).

Tableau 1. Composition de la microflore du poulet déterminée par dénombrement bactériens
(SMITH, 1965) *

Grounes Nombr e de bactéries viables (log,o UFC / g de contenu)
OUPES Jabot | Gésier | Intestin | Intestin | Intestin | Intestin | Caeca
majoritaires 8§

1 3 5 7
Lactobacilles 8,7 7,3 8,0 8,2 8,2 8,6 8,7
Streptocoques 4,0 3,7 4,0 4,0 3,7 4,2 6,7
Escherichia coli 1,7 nd 2,0 1,7 1,7 2,7 5,6
Levures 2,7 nd 1,7 nd 1,7 nd 2,0
Clostridium welchi nd nd nd nd nd nd 1,7
Bacteroides nd nd nd nd nd nd 8,7

UFC : Unité Format Colonie.

nd : organisme non détecté, ¢’ est-a-dire quantité dont le log 1o est inférieur a1,7/g.

% Poulets de chair adultesissus d’ un éevage (6 individus), consommant un régime composé de
céréales et de farine de poisson (10-15%), sans antibiotique.

5" intestin a été divisé en 7 parties : différentes portions ont été étudiées (a1, la3®, 1a5°
et la7° partie).

Au niveau du tractus digestif, la flore se localise dans la lumiére intestinale, enfouie
dans la couche de mucus ou bien adhérant a la muqueuse digestive, pouvant y former des
couches de cellules tres importantes (FULLER, 1989).

La flore luminale dépend des nutriments disponibles, de la vitesse de transit et de
la présence ou non de substances antimicrobiennes. La flore mucosale dépend de
I’expression par |’ héte de sites d’ adhésion spécifiques sur les membranes des entérocytes,
de la vitesse de production de mucus, de la production d anticorps sécrétoires et de
I’ extrusion de matériel cellulaire de lamembrane (GABRIEL et al., 2005).

|.2. Facteursde variation dela composition de la flore digestive

De maniére générale, la composition de la flore bactérienne varie selon I'age et
I"environnement de I’animal, du stress auquel il est soumis et de I'aliment qu'il regoit
(Gabriel et al., 2003).

A I'éclosion, le tube digestif du poulet est stérile mais dés le premier jour, I'intestin
est rapidement colonisé par les coliformes, les streptocoques et les clostridies. Les
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lactobacilles ne sont retrouvés dans I’intestin du poulet qu’au-dela de trois jours et les
bactéroides pas avant cing jours (GABRIEL et al., 2005).

La colonisation par les lactobacilles est en général retardée dans les environnements
propres (GABRIEL et al., 2003). Néanmoins, elle peut étre plus précoce si le poussin est

mis dés |’ éclosion en contact avec des lactobacilles (FULLER, 1984).

Globa ement, le dével oppement d’ une espéce bactérienne par rapport a une autre peut
étre limité par des antagonismes entre bactéries. Mais, la flore du poulet est considérée
comme stable au niveau de I'intestin & partir de I’ &ge de deux semaines, celle des caeca a
partir de 4 a6 semaines d' &ge (GABRIEL et al., 2005).

Par ailleurs, le développement de la flore dépendra également du milieu d’ élevage.
Ainsi, les poulets élevés au sol sur litiere propre ou contaminée par une bande précédente
ont un nombre supérieur de population bactérienne comparativement a des animaux éevés
en cage (MALLET et al., 2001).

Parmi les facteurs de stress susceptibles de modifier la composition de la flore
bactérienne du poulet, seront cités: les fortes densités d élevage, les conditions de
température ambiante et les parasites intestinaux tels les coccidies (KIMURA et al., 1976).

Concernant |’alimentation, le type de céréades distribuées aux poulets et
particuliérement, la présence de polysaccharides non amylacés (PNAs) (MATHLOUTI et
al., 2002) pour le type d’amidon (WEURDING, 2002) et les matieres grasses
(KNARREBORG et al., 2002) induisent des modifications de la flore.

I1. Effets De LaMicroflore Sur La Physiologie Digestive

Les interactions entre la microflore et la mugqueuse digestive, sont a la fois, symbiotiques et
compétitives, entreinant des modifications delastructure et du fonctionnement du tube digestif.

I1.1. Variations anatomo-physiologiques du tractus digestif

Les animaux conventionnels ont un intestin gréle plus lourd et plus long mais
également une paroi plus épaisse par rapport a des animaux axéniques (DENIS et al.,
2004). Cet épaississement est principalement d0 aux tissus connectifs en particulier la
lamina propria et au tissu lymphoide. Les villosités intestinales sont également plus hautes
dans le j§unum et I'iléon et de forme moins réguliere chez les oiseaux conventionnels

comparés alx oisealx axéniques. Les cryptes sont plus profondes tout le long de Iintestin

6
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gréle et le nombre de cellules en division est plus élevé, donnant un renouvellement
cellulaire accéléré du duodénum distal a I'iléon. De méme, les caeca des animaux
conventionnels ont un poids relatif plus élevé et une paroi plus épaisse par rapport a ceux
des animaux axéniques (GABRIEL et al., 2005). Le développement plus important des
tissus intestinaux serait induit par les différents métabolites produits par les bactéries tels
que les acides gras volatils, I'ammoniac et les amines (GABRIEL et al., 2005).

[1.2. Production et hydrolyse du mucus

Certains micro-organismes colonisent et augmentent la production des mucines de
I’iléon, des caeca et du colon du poulet tout en modifiant les proportions des différents
types de glycoprotéines qui les constituent (SAKATA et SETOYAM, 1995) alors que
d autres micro-organismes s attachent a I’épithélium du tube digestif (GABRIEL et al.,
2003). Le gel formé par le mucus pourrait servir a sabiliser la communauté microbienne. Ces
modifications pourraient S effectuer directement par la libération locde de facteurs bioactifs ou
indirectement par I'activation des cellules immunitaires de |I'héGte. Par ailleurs les mucines
pourraient étre utilisées comme source de carbone et d’ énergie par certaines bactéries gréce a
leurs activités glycosidiques (GABRIEL et al., 2005).

I1.3. Impact sur letransit et la motricité du tractus digestif

La présence de la flore ne semble pas modifier la vitesse de trangt intestinal. Ceci
pourrait néenmoins dépendre du type de régime. Aing, un effet de la flore est observé dans le cas de
régimes incluant des matieres premiéres riches en polysaccharides non amylacés hydrosolubles
qui augmentent la viscosité des contenus digestifs (GABRIEL et al., 2005).

1. Effets DeLaMicroflore Sur La Valeur Nutritionnelle De L’ aliment

La microflore digestive est en compétition avec I’ héte pour I’ utilisation des aliments
présents dans le tube digestif. En effet, les micro-organismes sont pourvus d’un trés grand
nombre d’ enzymes comparativement a I’ oiseau. De plus, ceux localisés dans la lumiere
intestinale peuvent utiliser les nutriments avant |'héte. La flore digestive aurait ainsi un
effet positif en libérant des nutriments absorbables par I’ héte au niveau intestinal et caecal.

Les aliments non digestibles par I’ oiseau sont les plus concernés (GABRIEL et al., 2005).
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[11.1. Impact sur ladigestion des glucides

Dans le cas des glucides utilisables par | hote (amidon, dextrine, oligosaccharides et
monosaccharides), la microflore ne semble pas intervenir puisgu’ elle ne peut modifier
I’activité des enzymes impliquées dans leurs digestion (amylase pancréatique ou
disaccharidases intestinales), ni faire varier |’absorption du glucose. Toutefois, au niveau
du jabot, certaines souches de lactobacilles auraient une activité amylolytique secondant
I’action des amylases endogenes (CHAFAI, 2006). Par ailleurs, les glucides non
digestibles par I'oiseau, a savoir les polysaccharides non amylacés (cellulose,
hémicellulose, substances pectiques), sont fermentés par la microflore dans le jabot et
principalement au niveau des caeca (MEAD, 1989).

[11.2. Impact sur la digestion deslipides

Pour la digestion des lipides, la flore digestive des oiseaux, comme chez tous les
animaux, modifie largement les sels biliaires : déconjugaison, désulfatation et
déhydroxylation. Ainsi, chez le jeune poulet de 3 semaines, la flore diminue la digestibilité
fécale des lipides de 2 points dans un régime contenant des matieres grasses végétales a 10
points avec des matiéres grasses animales (GABRIEL et al., 2003). Ceci est lié alafaible
concentration en sels biliaires conjugués consecutive a leur déconjugaison par la
microflore. En effet, les sels biliaires conjugués servent la formation des micelles. De ce
fait, leur faible concentration réduit la solubilisation des lipides et donc leur absorption,
surtout ceux renfermant des acides gras (AG) saturés a longue chaine (GABRIEL et al.,
2003). Ainsi, la digestibilité des AG saturés tels que I'acide palmitique et stéarique est
fortement réduite par la présence de microflore aors que celle des AG insaturés comme
I’ acide oléique et linoléique N’ est pas modifiée.

I11.3. Impact sur la digestion des protéines

L’impact de la microflore sur la digestibilité des protéines varie selon les études. Ceci
est probablement lié aux différences de composition des régimes alimentaires utilisés dans
les essais. D’ une maniére générale, la microflore pourrait avoir un réle sur la digestibilité
dans la mesure ou elle augmente la production de protéines endogénes (mucus, débris
cellulaire, biomasse microbienne). Elle aurait également un effet positif sur la digestion des
protéines de mauvaise qualité qui sont ma hydrolysées par I'h6te et pourraient étre
digérées par la microflore. En revanche, dans le cas des protéines séverement modifiées
par la chaleur, méme la microflore ne pourrait les hydrolyser. Par ailleurs, la flore digestive
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semble jouer un réle de conservation de I'azote : libération et recyclage de NH3
(GABRIEL et al., 2005).

I11.4. Impact sur lesvitamines et minéraux

La microflore agit négativement sur la nutrition minérale (GABRIEL et al., 2005).
Elle réduit I'absorption ou le transport du calcium absorbé par les tissus intestinaux.
Elle diminue également I’absorption du manganése. La flore augmente les besoins en
magnésium et en phosphore, mais n'a pas d’ effet sur les autres oligoéléments tels que le
cuivre, le zinc et le fer. En revanche, de par sa production d AGV, la microflore facilite
I” absorption des minéraux comme le sodium au niveau des caeca et du colon (GABRIEL et
al., 2005).

La flore bactérienne intestinale assure la synthese de vitamines (CHAFAI, 2006).
Aing, les vitamines hydrosolubles, surtout du groupe B, sont synthétisées en quantités
appréciables par la flore bactérienne au niveau des cesecums du poulet (SOUILEM et
GOGNY, 1994). Par contre, la vitamine K est produite en quantité insuffisante pour
répondre aux besoins. En fait, toutes ces vitamines bactériennes seraient utilisées par elles-
mémes, sauf I’ acide folique qui pourrait étre disponible al’ héte.

Par ailleurs, en présence de flore, les besoins en vitamines, comme |’ acide
pantothénique seraient augmentés pour détoxifier les produits bactériens. La flore aurait
auss un impact négatif sur I'absorption des vitamines liposolubles qui nécessitent des
acides biliaires (GABRIEL et al., 2005).

IV.Ro6lesDelLaMicroflore Sur La Santé De L’ho6te
IV.1. Stimulation du systéme immunitaire

La flore intestindle participe au développement et au maintien d'un systeme
immunitaire intestinal efficace en influencant le nombre, la distribution et le degré
d activation des populations cellulaires qui le composent (SALMINEN et al., 1998). Elle
est le stimulus antigénique majeur responsable de la migration et de la maturation des
cellules lymphoides précurseurs présentes dans les plaques de Peyer (GABRIEL et al.,
2005). Au niveau de la réponse immunitaire systémique, la flore serait responsable de
I’évolution de la production d'IgM en I1gG, ces derniers étant les anticorps les plus
importants quantitativement. Aingi, elle agit sur le développement et la maturation des



Etude Bibliographique

plasmocytes producteurs d' IgA sécrétoires, ces derniers ayant comme fonction principale
d empécher la fixation des pathogénes sur la muqueuse intestinale (CHAFALI, 2006).

[V.2. Fourniture de métabolites utiles ou néfastes

De nombreux composes issus de la fermentation des aliments sont produits par la
microflore digestive .Certains peuvent étre bénéfiques et d autres néfastes a I'hote
(Tableau 2).

Tableau 2. Métabolites majeurs produits par la microflore
(Gabriel et al., 2005)

Produits bénéfiques Produits néfastes

Vitamines®, acides lactiques, Acide cholique, enzymes déconjugant les sels
bactériocines, métabolites de I’oxygéne, | biliaires, indole et scatole, mercaptan d’ éthyl
péroxyde d’ hydrogene, radicaux libres. et de méthyl, endotoxines, entérotoxines,
substances mutagéenes et carcinogenes,
oligopeptides potentiellement inflammatoires.

Produits a effets mixtes

Acides gras volatils : acétate, propionate, butyrate, isobutyrate, val érate, isoval érate.
Ammoniac

Amines (putrescine, spermidine, spermine, histamine)

$Ne seraient pas disponibles pour I"animal, sauf |’ acide folique.

IV.3. Protection contre les micro-organismes nuisibles

La flore autochtone empéche I'implantation de la flore pathogéne. Ce phénomene,
appelé «effet barriere», se met en place avant la maturité compléte du systéme
immunitaire du tube digestif. Les mécanismes impliqués sont variés. Certaines bactéries
bénéfiques produisent des métabolites antimicrobiens tels que des acides gras a chéaine
courte, des bactériocines ou des méabolites de I'oxygene, créant ans un
microenvironnement hostile aux autres especes bactériennes. La flore bénéfique peut aussi
modifier les récepteurs utilisés par les bactéries néfastes ou leurs toxines, empéchant ainsi

10
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leur développement dans le tube digestif. Elle intervient également par I'utilisation
compétitive de nutriments essentiels (GABRIEL et al., 2005).

En conclusion de ce chapitre...

... |l apparait clairement que la flore digestive a des effets sur I"héte a plusieurs
niveaux. Certains sont positifs comme I’ effet barriere, le développement et la modulation
du systéme immunitaire. D’ autres sont négatifs, tel le colt métabolique induit du fait du
développement plus important de I'intestin et d’'un systeme immunitaire activé en
permanence. |l est possible de modifier et/ou contrbler cette microflore notamment par

I" usage de probiotiques.

11
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Chapitre 2

L es bactéries lactiques et leurs actions probiotiques

|. Les Probiotiques: Données Générales

[.1. Définition & historique

Le mot «probiotique» dérive de deux de mots grecs « pro et «bios» qui signifient
littéralement « pour lavie » (GIBSON et FULLER, 2000 ; COPOLLA et TURNES, 2004).
Il S'oppose au terme « antibiotique » qui lui signifie « contre la vie ». En fait, ce terme a
bénéficié de plusieurs définitions qui ont évolué dans le temps en fonction des

connai ssances scientifiques et des avancées technol ogiques.

La notion de " probiotique" a été développée grace aux travaux du chercheur et prix
Nobel russe ELIE METCHNIKOFF (1907), qui avait suggéré que I’ingestion de bactéries
lactiques vivantes accroit la longévité en réduisant dans le tube digestif la population de
bactéries putréfiantes ou productrices de toxines d' ou le concept de la théorie d’ auto-
intoxication (METCHNIKOF, 1907 cité par GOURNIER-CHATTEAU et al., 1994).

En 1965, LILLY et STILLWELL proposent une des premiéres définitions des
probiotigues comme « facteur promoteurs de croissance produits par des micro-
organismes ». Par la suite, PARKER (1947) éargit cette définition a des « organismes et
substances qui contribuent a1’ équilibre de la flore ». Cette définition inclut potentiellement

des produits métaboliques microbiens y compris les antibiotiques.

Plus tard, FULLER (1989) propose une définition trés proche du sens actue :
« supplément alimentaire microbien vivant qui affecte de facon bénéfique I'hdte en
améliorant I’ équilibre de sa flore intestinae ». Par opposition aux précédentes, la définition
suivante introduit la notion de souche bien caractérisée d’un point de vue taxonomique

ainsi que la notion de quantité apportée al’homme.

Enfin, la FAO (Food and Agriculture Organization) et I'OMS (Organisation
Mondiale de la Santé ; WHO : World Health Organisation) ont établi récemment des lignes
directrices pour I’ utilisation du terme « probiotiques » dans les aliments (FAO/OMS, 2002)
et formulent la définition suivante: «micro—organismes vivants qui, lorsqu’ils sont

12
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consommeés en quantités adéquates, produisent un bénéfice pour la santé de I héte qui les
ingere ».

|.2. Les microorganismes probiotiques

Sont considérés comme probiotiques différentes souches bactériennes ainsi que les
levures. Les bactéries probiotiques sont principalement des bactéries lactiques et des
bifidobactéries (Tableau 3).

Tableau 3. Les micro-organismes considérés comme probiotiques
(adapté de BOUDJENAH, 2008)

Bactéries probiotiques

L actobacillus Bifidobaterium Autresbactérieslactiques | Autresbactéries

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecalis Bacillus spp

L. amylovirus B. animalis Enterococcus faecium Escherichia coli strain Nissle
L. brevis B. bifidum Lactococcus lactis Propionibacterium freudenreichii
L. casei B. breve Leuconstoc mesenter oides

L. cellobius B. infantis

L. crispatus B. lactis Soorolactobacillus inulinus

L. curvatus B. longum Streptococcus thermophilis

L. delbrueckii B. thermophilum Sreptococcus diacetylactis

L. farciminis Sreptococcus intermedius

L. fermentum

L. gallinarum Pediococcus acidilactici

L. gasseri

L. johnsonii

:: Efﬁ?ﬁm L evures probiotiques

L. reuteri

L. rhamnosus Saccharomyces cerevisae

|.3. Critéresde sélection des souches probiotiques

Les caractéristiques proposees comme criteres pour la séection des micro-
organismes potentiellement probiotiques sont récapitulées dans le tableau 4 (MARTEU et
SEKSIK, 2005).

1.3.1. Choix des microor ganismes

Les microorganismes utilisss comme probiotiques doivent étre exempt de toutes
pathogénicité (SUVARNA et BOBY, 2005 ; ANURADHA et RAJESHWARI, 2005). Ils sont

retrouvés dans de nombreuses applications notamment dan I'industrie agroaimentaire (ces
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souches sont incorporées dans les yaourts, les boissons, les fromages, les desserts réfrigérés et
méme le lait non fermenté) et ne présentent aucun danger pour I'nomme, les animaux ou
I'environnement (KLEANHAMMER, 2002 ; CHUKEATIROTE, 2003; BOUZIANE et al.,
2004 ; NOWROOQOZI et al., 2004).

Tableau 4. Les caractéristiques proposées comme criteres pour la sélection des micro-organismes
potentiellement probiotiques (D’ aprés MARTEU et SEKSIK, 2005).

Absence de toxicité ou pathogénie

Possibilité de production en grande échelle

Possibilité de cryoprotection

Propriété organol eptique et technologique

Résistance al’acide

Résistance alabile

Adhérence a diverses lignées de cellules intestinal es et/ou au mucus

Production de substance d’intérét (bactériocines...)

1.3.2. Résistance aux conditionsrencontrées au coursdu transt digestif

Les bactéries probiotiques doivent franchir les obstacles majeurs du trangit digestif. Au
départ elles doivent résister aux enzymes présents dans la cavité buccale (dont le principa est
le lysozyme), a la forte concentration d' acide chlorhydrique présent dans I’ estomac, aux sucs
pancréatiques et aux concentrations de bile et de mucus présents dans I'intestin gréle. Aing,
pour étre efficaces, elles doivent parvenir vivante au ste de leurs action, & savoir I'intestin.
Pour cela, elles doivent résister aux différents mécanismes de défense de I’ héte (PERCIVAL,
1997; MALINEN, 2002).

1.3.3. Colonisation du tractus digestif et adhésion aux cellulesintestinales

Il est recommandé que les probiotiques adhérent aux cellules de la paroi intestinale pour
une bonne colonisation du tube digestif. Toutefois, les résultats des tests in vivo sur I’ adhésion
des bactéries aux cellules sont encore controverses par rapport aux testsin vitro. 11 semblerait
que les lactobacilles (L. crispatus ST1, A33 et 134; L. reuteri CT7 ; L. gasseri CTS)
présentent une meilleure affinité aux cellules du jabot (SANNA et al., 2002).
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De plus, de nombreux auteurs auraient mis en évidence que I’ apport des probiotiques
devrait se faire de maniére continue et a forte dose pour exercer leurs effets bénéfiques du fait
de leur inaptitude a coloniser de fagon permanente le tube digestif des animaux (GOURNIER
et al., 1994).

GUSIILS et al. (2002) ont confirmé I'existence de différents déterminants de surface qui
pourraient é&re impliqués dans les interactions entre des Lactobacilles (L. animalis, L.

fermentum, L. fermentum spp. Cellobiosus) et les cellules épithélides intestinaes.
1.3.4. Activités antimicrobiennes

L es probiotiques doivent étre capables d'inhiber la croissance des germes pathogene par
la production de substances antagonistes de types bactériocines ou autre comme les acides
organique et le peroxyde d’ hydrogene (GUSIILS et al., 2002 ; LIMA et al., 2005; LAM et al.,
2005).

Destestsin vitro ont prouve | activité anti-microbienne des bactéries: L. acidophilus, L.
plantarum, L. brevis et Bacillus subtilis ATCC 6633, contre deux pathogénes entériques :
Escherichia coli et Salmonella typhimurium (EL-NAGGAR, 2004). De méme, HARIHARAN
et al (2004) ont démontré que I'ingestion de probiotique réduit la colonisation du tractus
digestifs par C. jgjuni.

1.3.5. Viabilité et stabilité des micro-organismes

Il est impératif de conserver les souches probiotiques vivantes durant les traitements
technologiques de production soit par enrobage ou par micro-encapsulation (CONWAY, 1996
; PERCIVAL, 1999 ; CASAS e DOBROGOSZ, 2000 ; KLEANHAMMER, 2000 ;
SUSKOQVIC et al., 2001).

Des éudes sont nécessaires pour déerminer la durée de viabilité des souches
probiotiques au cours des processus de fabrication afin de déterminer la date limite d’ utilisation
sans diminuer ou encore perdre leurs propriétés ; d’ ol la nécessité de mettre encore en place
un systéme de contrle de qualité tout au long de la fabrication des produits probiotiques. Par
contre la stabilité des souches bactériennes dépend des conditions de stockage : température,
humidité et autres (SAARELA et al., 2000).
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1.3.6. Résistance aux additifs alimentaires et aux antibiotiques

Etant donné que les bactéries probiotiques sont essentiellement administrées par
incorporation a I'aiment, il est judicieux d éudier la tolérance des souches aux additifs
alimentaires et aux principaux antibiotiques thérapeutiques utilisés en éevage pour pouvoir
déterminer la possibilité d' effectuer une antibiothérapie en méme temps que I’ administration
du probiotique (GOURNIER et al., 1994).

|.4. Réglementation de I’ usage des probiotiques

Depuis 1970, I’ usage des additifs en alimentation animale est réglementé en Europe
par la directive 70/524/CEE modifiée en 1994 (directive 94/40 CE) pour inclure les micro-
organismes et les enzymes administrés dans I’ aliment pour un but zootechnique et sanitaire

chez différentes especes comme (le poulet de chair, le veau et autres) (ROSEN, 1996).

Les souches doivent étre déposées dans une collection internationale de micro-
organismes comme I’ATTC (American type culture collection, Etats-Unis), la DMSZ
(Deutchesamm-lung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Allemagne), et la CNCM

(Collection Nationale de Culture de Micro-organismes, Institut Pasteur, France).

Les principales modifications introduites ont trait aux spécifications requises
concernant |’identification (y compris au niveau moléculaire) et la caractérisation du
micro-organisme, I’innocuité et I’ efficacité pour les espéces cibles et pour I’homme doit
étre signalée et prouvée. L’ étude toxicologique sera limitée a un seul de tolérance a

forte dose (10 fois la dose commerciae).

En Europe, toute demande d autorisation de commerciaisation d un micro-organisme
probiotique doit depuis 1996 étre accompagnée d' un dossier déposé au hiveau communautaire
(GUILLOT, 1998). Alors qu'aux Etats-Unis, la FDA autorise des dlégations sur des produits
dimentaires comme « amdiore I’ équilibre de la flore intestindle », mais il n'y a aucune loi qui

régit ceterme.

En Algérie, le reglement du marché des probiotiques et soumis a une loi de libre vente
selon laloi n°88-08 DU 8/01/1988 (source Direction des Services V éérinaires).
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I1. Propriétés Genérales Des Bactéries L actiques

Dans cette éude bibliographique, nous nous intéresserons essentiellement aux bactéries
lactiques a action probiotique, et plus spécifiquement au probiotique Pediococcus acidilactici,
objet de notre &ude expérimentde.

I1.1. Lesbactéries lactiques

Le plus souvent, les bactéries lactiques se présentent sous la forme de coques ou de
becilles a Gram positif, non sporulés, non mobiles et dépourvus de cytochrome. Elles sont en
outre résstantes a I'acide, aérobie facultatives e ne produisent pas de catdase
(AITBELGENAOQUI, 2006).

Concernant |es produits métaboliques, le point commun de ces bactéries lactiques est leur
capacité a produire de I’ acide lactique suite a la fermentation des glucides. Elles peuvent étre
homo-fermentaires (70% du produit méabolique est de I’ acide lactique) ou hétéro-fermentaires
(50 % ecide lactique complété par d' autres composss tels que I'acide acétique, le CO2 ou
| é&hanol) (AITBELGENAOUI, 2006).

Depuis tres longtemps, les bactéries lactiques sont consommées dans les produits
fermentés (produits dérivés du lait, de la viande et du poisson...). Elles sont devenues les
principaux candidats probiotiques et bénéficient d'un statut GRAS (Generally Recognized As
Sdfe : généralement reconnu comme non dangereux) (AITBELGENAOUI, 2006).

Chez les volailles, les bactéries lactiques sont présentes dans la microflore normae
(BARNES, 1972 ; FULLER, 2004). Elles sont capables de survivre dans le tractus digestif
puisqu’ elles résistent aux pH acides du gésier et du jabot. Elles ont un effet préventif sur les
désordres digestifs (GOURNIER et al., 1994). Ceci pourrait expliquer leur large utilisation en

tant que probiotiques en aviculture.

Les bactéries lactiques regroupent 12 genres bactériens dont les plus éudiés sont
Lactobacillus Lactococcus, Sreptococcus, Leuconostoc, Enterococcus et Pediococcus
(DROUAULT et CORTHIER, 2001 ; SALMINEN et al., 1998).

I1.2. Caractéristiques de Pediococcus acidilactici

Ce micro-organisme et class®é pami les bactéries lactiques appartenant au genre
Pediococcus. Sa classification est présentée dans le tableau 5. 11 S agit d’ une bactérie coque gram’,
non sporulée (Figure 2), a croissance rgpide, homo-fermentaire (production exdusive d' acide lactique)
et capablede coloniser et d’ acidifier rapidement le milieu.
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Tableau 5. Classification de P. acidilactici (Source Internet n °1)

Reégne Bacteria
Division Fimicutes
Classe Bacilli

Ordre Lactobacillales
Famille Lactobacillaceae
Genre Pediococcus

Figure 2. P. acidilactici en microscopie éectronique (Source Internet n°2).

[11. Modes D’action Des Bactéries L actiques Probiotiques

Le mode d action des probiotiques reste encore imparfaitement élucidé et beaucoup
d hypothéses et de zones d’ombre subsistent encore. Globalement, le probiotique est un
complément alimentaire microbien vivant qui exerce une influence positive sur la santé en
généra et plus particuliérement sur la digestion en renforgant I’ écosystéme microbien car il
est certain que leur cible est la flore intestinale (GOURNIER et al., 1994). L’ efficacité des
probiotiques est liée a leur survie dans I'intestin et a la capacité de le coloniser ou S'y
développer (NETHERWOOD et al., 1999 ; ROLFE, 2000 ; GUILLOT, 2001 ; SIMON,
2005).

Les mécanismes d’ actions, bien qu’imparfaitement quantifiés sont qualitativement de
plus en plus connus, vue que I’ effet favorable des probiotiques peut résulter soit d'un effet
nutritionnel direct soit d’'un effet sanitaire :
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L’ effet nutritionnel résulte de I’amélioration de la valeur énergétique des aliments
en augmentant leur digestibilité, de la détoxification par la réduction des réactions
métaboliques qui produisent des substances toxiques comme I’ammoniac, les amines ou
cytotoxines, de la stimulation des enzymes digestives et de la production de vitamines ou

des substances antimicrobiennes.

L’ effet sanitaire est lié al’ activation du systéme immunitaire, ala modification de la
structure et des fonctions de I’épithélium intestinal et & la suppression ou I’ dimination

d entéro-pathogénes (Source Internet n°3).

Ains, les probiotiques peuvent exercer des effets directs sur le chyme, la flore
(effets luminaux) ou au niveau des entérocytes ou des cellules immunocompétentes du
GALT (effets pariétaux). |ls peuvent aussi avoir des effetsindirects lies aux modifications
de I’ écosystéme ou du systéme immunitaire local (MARTEAU et RAMB, 1998).

Ces effets bénéfiques induits par I'’administration des probiotiques pourraient

S expliquer par plusieurs mécanismes:
[11.1. Inhibition des bactériesindésirables

Larépression du dével oppement de germes opportunistes ou pathogénes peut se faire de

plusieurs fagons:
@ Par modification du pH intestinal

La production d'acides organiques a partir des glucides aimentaires (lactate, acétate,
propionate et butyrate) abaisse le pH ce qui limite le développement des germes pathogenes
comme les Samonelles et les Escherichia coli. De plus, |'acidification favoriserait le
péristaltisme et la motilité intestinale qui a comme conséguence e raccourcissement du temps
de transit des micro-organismes pathogenes dans I'intestin d'ou réduction de leur croissance
(CHAFAL, 2006).

@ Par accumulation de métabolites primaires et secondaires

Certaines souches utilisées comme probiotiques possedent |a capacité de déconjuguer les
sels hiliaires. 11 est bien connu que les formes déconjuguées ont un pouvoir inhibiteur plus
important sur le développement des bactéries pathogénes que les formes conjuguées
(BEZKOROVANY, 2001 ; MARTEAU, 2001)

Par ailleurs, la production de peroxyde d’ hydrogene et le diacetyl freine la prolifération
de certaines bactéries pathogenes par effet bactériostatique (SALMINEN, 1999; KREHBIEL
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et al.; 2003; AMROUCHE, 2005) comme Saphylococcus aureus, Escherichia coli,
Clostridium perfringens, Pseudomonas spp et Salmonella (GOURNIER et al, 1994) et sur
certains champignons comme Candida albicans.

@ Par production des substances antimicr obiennes

Les souches probiotiques ont la réputation de freiner la croissance des bactéries
pathogenes frégquemment responsables d'infection en élevage en produisant des peptides
antimicrobiens (PERCIVAL, 1997 ; VAN BELKUM et STILES, 2000) de type bactériocine et
reuterin (CASAS et DOBROGOSZ, 2000 ; CALLAWAY et al., 2003 ; FILHO et LIMA,
2005). STROMPFOV et al. (2003) ont isolé a partir du jabot, une souche d’ Enterococcus
faecium EF55 ayant des propriétés de production de bactériocine et inhibant des bactéries
Gram positif comme (Enterococci, Saphylococci, Lactococci, Streptococci, Lactobacilli,
Micrococci)

@ Par effet barriéreou excluson compétitive

Les souches probiotiques pourraient auss agir en inhibant |'implantation des germes
pathogenes par I'adhésion aux récepteurs des cellules intestindes ce qui permettrait une
colonisation rapide et dirigée du tube digestif (SOOMRO et d, 2002 ; CHANDRA, 2004 ;
ZHANG, 2004 ; MOREIRA et al., 2005). L’excluson compétitive des souches probiotiques
serait auss liée a la consommation des nutriments a la place des souches pathogéenes
(SCHREZENMEIR et DEVRESE, 2001 ; FOOKS et GIBSON, 2002). Néanmoins, bien que
ce systeme antagoniste possede un large spectre d’ action in vitro, il existe peu de preuves sur
son efficacité in vivo.

[11.2. Neutralisation des produitstoxiques

Les souches probiotiques interviennent dans la suppression de produits toxiques en
provoquant un abaissement du catabolisme intra digestif et une orientation de la microflore
intestinale afin de réduire I’ absorption des substances toxiques (ammoniac, amines et indoles),
de diminuer les biotransformations des sels biliaires et des acides gras en produits toxiques et
produire des métabolites susceptibles de neutraliser in sSitu certaines toxines bactériennes
(PERCIVAL, 1997 ; SCHREZENMEIR et DEVRESE, 2001 ; KUNG, 2001).

[11.3. Améioration dela digestibilité de I’aliment

Les probiotiques permettraient une meilleure assmilation des adiments ingérés de
maniére indirecte en agissant sur la microflore intestinale ou au niveau des cellules épithdliales
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du tube digestif. Elles stimuleraient également les activités lactase, invertase et maltase des
cdllules épithéliales du tractus digestif.

Les probiotiques ont un effet modulateur sur certaines activités enzymatiques
intestinales comme la béta-galactosidase et la béta-glucuronidase (GHADBAN, 2002 ; LEE et
al., 2006). Ceci permet d améiorer la digestibilité de nombreux nutriments en favorisant la
dégradation et I’ absorption de certains aliments par la production d’ enzymes digestives. Aing,
Lactobacillus excréte une [3-galactosidase, souvent déficiente dans le tractus digestif de |’ hote,
facilitant ainsg la digestion du lactose (SALMINEN et al., 1998 ; NETHERWOOD €t al.,
1999).

Les souches probiotiques pourraient auss améiorer I’assmilation des acides aminés
essentiels par I'héte soit en les synthétisant soit en inhibant I’ action des désaminases et des
décarboxylases bactériennes excrétées par la microflore du tube digestif.

La digestibilité de la ration aimentaire pourrait ére égaement augmentée par la
prédigestion des facteurs antinutritionnels, tel que I'acide phytique et les glucosinates, en
substrats assmilables par I'hote (HERZIG et al., 2003).

En outre, les travaux de MOUNTZOURIS et al. (2007) ont démontré que I’ adition de
probiotique composé de Lactobacillus, Bifidobacterium Enterococcus, et Pediococcus
acidililactici module lacomposition caecale tout en modifiant |’ activité métabolique de laflore
caecale.

Enfin, de nombreuses bactéries utilistes comme probiotique sont une source de
vitamines et de sels minéraux assimilables par I organisme (CHOCT, 2001).

[11.4. Impact sur lamuqueuse digestive

Des éudes récentes ont montré que la consommation de probiotiques stabilise la
fonction barriere de I’ épithélium du tractus digestif et module la perméabilité intestinale aux
protéines, aux macromolécules, aux antigenes et aux bactéries (trandocation) (MARTEAU et
RAMB, 1998).

Plusieurs probiotiques ont chez I'animal un effet favorable sur la fonction barriere de
I'intestin. 1ls augmentent la résistance éectrique trans-épithdliale de base renforcant aing la
barriere muqueuse toute en diminuant la permésabilité et le transport des macromolécules. Des
travaux sont alors entrepris cherchant une efficacité clinique potentielle a des probiotiques dans
des stuations caractérisées par une inflammation intetinale ou une perméabilité intestinae
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accrue. A titre d exemple, I'administration de L. reuteri R2LC et de L. plantarum DSM 9843 &
des rats présentant une entérocolite induite par le méthotrexate diminue la perméabilité
intestinale, la trandocation bactérienne et les concentrations plasmatiques d'endotoxines
(MARTEAU et RAMB, 1998).

L'effet des probiotiques sur la barriére muqueuse non-immune semble étre la
conjonction d' effets modulateurs sur la quantité et la répartition des mucines, sur le maintien
(structure, localisation, phosphorylation) des proténes du cytosquel ette et des jonctions serrées
intercellulaires, et donc sur la résistance éectrique, la permésbilité et les flux hydro-ioniques
trans-épithéliaux et de la probable interface de ces effets avec e versant immun de la barriére
mugueuse (adhérence bactérienne et interférence avec les pathogenes, trandocation, réponse
immune non-spécifique et de type humoral, interférence avec I’ inflammation et réponse en
cytokines) (LEAHY et a., 2005).

[11.5. Stimulation deI’'immunité

Selon la littérature les probiotiques ont des effets positifs sur I'homéostasie du systeme
immunitaires tout en le stimulant et cela sans induire des effets négatifs comme les réponses

auto-immunes ou les dlergies.

D’'une maniere générde le systeéme immunitaire répond par deux mécanismes:
I'immunité non specifiques (naturelles) et I'immunité spécifiques ou acquise impliquant des

mécanismes cellulaires ou humoraux ayant un réle de régulateur pour laréponse al’ antigene.

Les celules du systéme immunitaires non spécifiques permettent I'initiation de la
réponse immunitaire de I'héte et I'orientation du systeme immunitaire spécifique par la
production des facteurs nommeées cytokines (ERICKSON et HUBBARD, 2000). En effet, des
travaux rapportés dans la littérature suggerent que certaines souches a fort potentiel
probiotiques sont capables de stimuler certaines fonctions immunitaires notamment lors
d'infection bactérienne ou virde. Aing, gréce a leurs composants intra ou extracellulaires
actifs, les probiotiques sont capables d'influencer le systeme immunitaire par contact avec les
cellules immunocompétentes, en transmettant des signaux qui modifient la réponse
immunitaire de I'organisme héte. Aussi, une amélioration de la protection de I’ organisme suite
ala consommation de produits fermentés laisse suggérer qu'il existe une relation directe entre
les probiotiques et les systémes immunitaires non spécifique et spécifique qui réagit d une

maniére smultanée et coordonnée.
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I11.5.1. Effet sur les cellulesimpliquées dans les mécanismes

de défense non spécifiques

L’immunité non spécifique utilise essentiellement des mécanismes visant a diminer de
fagon rapide et non spécifique des microorganismes pathogénes par les phagocytes ou a
éliminer des molécules du non soi par la gimulation de I'activité des lymphocytes Natural
Killer (NK). Les probiotiques stimulent la phagocytose par |’ activation des macrophages qui
reconnaissent et détruisent les antigenes et selon SALMINEN et d (1998), I’administration
orale de Lactobacillus acidophilus et Bifidobacterium bifidum active les macrophages.

I11.5.2. Effets sur les cellulesimpliquées dans les mécanismes
de réponses immunitair es spécifiques

Ce systéme immunitaire est une réponse spécifique pour des antigénes exogénes donneés,
faisant intervenir les lymphocytes B producteurs d’ anticorps protecteurs et les lymphocytes T
qui participent a la différenciation des lymphocytes B et déruisent les cellules abritant des
germes par I'intermédiaire de substances chimiques telles que les interleukines. Cette
immunité spécifique peut étre locale pour la protection de la muqueuse intestinale (IgA), ou
périphérique (1gG, IgM) pour une réponse plus générae de |’ organisme.

Un avantage déterminant de I'immunité adaptative est I'éablissement d'une mémoire

immunitaire, permettant de développer des réponses plus intenses et plus précises vis avis des
agresseurs microbiens lorsque les contacts se répetent, réduisant aing la morbidité et la
mortalité.
Les probiotiques permettent I'augmentation de la réponse immunitaire spécifique qui se traduit
par une activation des lymphocytes T et B, provoquant une augmentation du taux
dinterleukines et des anticorps circulants (IgM et 1gG) et augmente les IgA a la surface de la
paroi intestinde (COMET, 2000 ; MERCENIER et al, 2002; HERICH. et LEVKUT, 2002 ;
OSULLIVAN et al, 2005).

Aing, les travaux de KABIR et al (2005) ont démontré que I’ utilisation de probiotique
contenant 9 souches: (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bulgaris, Lactobacillus
acodophilus, lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, streptococcus termophilus,
Enterococcus faecium, Candida pintolepesii et Aspergillus oryzae) induit une augmentation
significative du titrage d'anticorps pour la maadie de Gumboro aing que du poids de larate et
celui la bourse de Fabricius par rapport au lot témoin.
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D’ autre travaux ont permis auss de démontrer que la colonisation bactérienne influence
le développement des fonctions immunitaires intestinales et systémique par I'améioration de la
réponse immunitaire chez les oiseaux vaccinés contre la grippe aviaire, en utilisant de
bactéries lactiques et tout particuliérement un mélange probiotique qui contient Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium,
Candida pintolepesii, Aspergillus oryzae (GHAFOOR et al., 2005).

I11.5.3. Effet sur le sysémeimmunitaire sécrétoire

Il a é&é suggéré que I’administration de probiotiques pourrait étre utilisée pour activer
I'immunité sécrétoire. Les IgA peuvent inhiber I'adhésion des bactéries pathogenes a la
surface des muqueuses soit en agglutinant les bactéries ou en se fixant sur les adhésines qui
sont les facteurs d'adhésion présent a la surface des bactéries ou encore en interférant avec les
interactions adhésines/récepteurs cellulaires (SANDERS, 1999 ; ISOLAURI et al, 2001).
Cependant, cette augmentation des IgA ne veut pas dire nécessairement un effet bénéfique sur
la santé sauf dans les modées infectieux.

Les approches basées sur I'utilisation des probiotiques pourraient constituer une
aternative d'immunothérapie possible et sécuritaire ouvrant de nouveaux horizons dans le
domaine de la prévention et le traitement des anomalies ou pathologies immunologiques
(FOOKS et GIBSON, 2002 ; KAUR et al., 2002 ; NOVERR et al., 2004).

IV. Efficacité Des Probiotiques En Aviculture

L’ utilisation des probiotiques en devages industridls des volailles est récente. Leur
emploi S est développé a la suite de recherches portées sur le réle de la microflore du tractus
gastro-intestina et de son importance sur la santé et I hygiéne digestive des animaux.

IV.1. Efficacité zootechnique

En aviculture, I'utilisation des microorganismes probictique comme additifs
zootechniques dans I'dimentation a fait I'objet de plusieurs études. L’efficacité
zootechnique revendiquée des probiotiques passerait par I’amélioration de la croissance, de
I"indice de consommation et de I’ é&at sanitaire voire du bien étre des animaux établi par la
réduction de la fréquence des diarrhées ou de la mortalité durant certaines phases critiques
d élevage : stress alimentaire (changement de régimes aimentaires...), stress sanitaires
(densité des animaux...) (CHAFAI, 2006).
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Néanmoins, il convient de signaler que les données publiées en matiére de
productivité des poulets de chair recevant des bactéries probiotiques font apparaitre une
variabilité importante de la réponse animale en terme de vitesse de croissance (GMQ) et
d efficacité de transformation alimentaire (1C).

En fait, la réponse relative serait d’'autant plus marquée que les conditions
nutritionnelles et sanitaires sont médiocres (EDENS, 2003). Une telle variabilité en
pratique n'est pas surprenante car I'action supposée passe par la modification de
I’ écosystéme intestinal qui peut largement différer d'un essai a un autre en fonction des
micro-organismes utilisés (souches) ainsi que leurs concentrations dans I'aliment, de
I"interaction des probiotiques avec certains composants de |’ aliment, de |’ &ge des animaux,
(les plus jeunes ayant des flores digestives moins stables que celle des adultes et une
immunité moins établi€) et de leur état nutritionnel et sanitaire (AHMAD, 2006).

Aing, YEO et KIM (1997) rapportent que la supplémentation alimentaire en
Lactobacillus casei permet d’augmenter le gain de poids des poulets durant les 3
premieres semaines d'&ge comparativement aux témoins. De la méme maniére,
IVANKOVIC et al. (1999) démontrent que I’ addition du probiotique Enteroccoccus faecium
M-74 chez le poulet permet d’améliorer de maniere significative le poids vif d environ
11% et de réduire I'IC d’environ 6%. Dans I'éude de KUCUKERSAN et a. (2002),
I’emploi du jus de rumen lyophilisé induit une améioration du gain de poids et de I’indice
de consommation des pouléets.

L’utilisation du Pediococcus acidilactici comme probiotique tend a améliorer
significativement le poids vif et I'indice de conversion du poulet de chair (CHAFAI, 2005 ;
SIMON et al., 2001). Des essais réalisés chez le poulet de chair (Tableau 6) montrent une
augmentation du poids vif final d environ 4,7% et une amélioration I'indice de conversion
(IC) d’ environ 5% avec une dose de 10° UFC /kg d’ aliment (LAN, 2005).

L’ effet pogitif de |’ addition de P. acidilactici dans la ration des poulets de chair sur
la croissance a été aussi rapporté dans d’autres études (JIN et al., 1998a; SIMON et al.,
2001 ; VAN EY S et DEN HARTOG, 2003).

Ains, dans I'essai de VITTORIO et al (2005), I'administration continue de P.
acidilactici & des poulets de chair (10° UFC/kg d aliment) a amélioré la croissance des
males et des femelles: le poids vif des femelles supplémentées, mesuré a 35 jours a
augmenté significativement de 6% (P<0,01) par rapport aux témoins recevant un aliment
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standard ; celui des males, mesuré al’ &ge de 55 jours, augmente aussi de 3% (P<0,01) dans
ces mémes conditions. L’indice de consommation a été réduit pour les deux sexes a 35
jours d’ &ge pour les poulets supplémentés : 1,60 contre 1,63 pour les lots témoins. L’I1C des
males a 55 jours d’ &ge est également amélioré (1,82 vs 1,88 chez les témoins).

Tableau 6. Effet de la supplémentation en Pediococcus acidilactici sur les performances
zootechniques de poulets de chair (adapté de LAN, 2005)

Lieu del’essai Conditions Amélioration par
expéimentales rapport aux témoins

Institut Nationa dela

_ 20350 poulets +3% du PV a 35 jours
Recherche Agronomique, ]
d’un jour -3% de IC J0-J35
France (1997)
Office Nationale des Aliments 640 poulets +5% du PV a42 jours
du Bétail, Algérie (2004) d unjour -8% de IC JO-J42
College National de 680 poulets +8% du PV a21 jours
I’ agriculture, Maroc (2003) d’un jour +7% du PV a49 jours
Université vétérinaire du Caire, +7,5% du PV a49 jours
300 poulets
Egypte (2001) -9% IC de JO-49
Institut National dela 5
_ 32 poulets +3% du GMQ’ de JO-J35
Recherche Agronomique, ]
d’un jour(en cage) -1% de IC JO-J42

France (1995)

8 Gain moyen quotidien

Dans |'expérimentation de CHAFAI (2006), I utilisation du P. acidilactici comme
probiotique aamélioré significativement le poids vif des poulets en fin d’ élevage d’ environ 8%
a 56 jours d' &ge en comparaison avec les témoins. Une amédlioration comparable du poids
(+7,5% a JA9) avait été auss soulignée par AWAAD (2001). En revanche, SAVOINI et al.
(2004) trouvent une améioration du poids des poul ets supplémentés de plus faible amplitude :
+3% a.J3b.
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D’autres parameétres nutritionnels tels que I'activité des enzymes amylases sont
améliorés en présence des Lactobacilles (JIN et al, 2000).

IV.2. L’ efficacité sanitair e des probiotiques

Cedle-ci et induite par I'activité antimicrobienne ou par I'excluson compétitive des
germes fréquemment responsable d'infection chez les poulets tels que les Sdmonelles, les
Colibacilles et les Campylobacters.

Les travaux d’ANDREATHI FILLO et a (2000) confirment une réduction de
Salmonella Typhimurium et SEnteritidis chez des poulets recevant un mélange du contenu
caecal.

De méme, I’ utilisation de la souche Lactobacillus salivarius A23 chez des poussin dés
I éclosion tend a réduire les coliformes d’ une maniére significative par rapport au lot témoin
(ZACCONI et al., 1999).

Selon MURRY et al. (2004), I'gjout de mélanges de différentes souches: Lactobacillus
salivarius et Lactobacillus plantarum permet d’ inhiber in vitro Escherichia coli et Salmonella

typhimurium.

|l a é&é auss rapporté que la croissance de Salmonella enteritidis était fortement réduite
in vitro en présence dun mélange des Lactobacillus crispatus et de Clostridium
lactatifermantans a pH 5,8 (VAN DER WIELDEN et al, 2002). L'administration simultanée
de Salmonella enteritidis et Lactobacillus salivarius souche CTC2197 par voie orde a des
poussins d'un jour a permis également une éimination compléte des Salmonelles apres 21
jours (PASCUAL et al., 1999).

Les travaux de GIL DE LOS SANTOS et d (2005) ont démontré que I’ utilisation de
Bacillus cereus var toyoii et Sacchromyces boulardi sur des poulets infectés a J14 par
Salmonella enteritidis a augmenté le poids vif et diminué I'indice de consommeation tout en
réduisant le taux de Salmonella enteritidis.

L’adminigtration de probiotique Eubacterium sp chez des poulets infectés par le
deoxynivalenol, a permis auss de voir la réduction des lésons au niveau des villosités
intestinales causés par cette mycotoxine (AWAAD et al., 2006).

Concernant Pediococcus acidilactici, I’ gjout de ce probiotique chez les poulets a permis
d amdliorer |I'é&at sanitaire par une augmentation des lactobacilles et une réduction des
coliformes (par exclusion compétitive) au niveau des ceaca (VITORIO et al., 2005).
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De laméme maniére, |’ addition de Pediococcus acidilactici chez des poulets infectés par
Escherichia coli 0142 &la dose de 10°UFC/oiseau et de Salmonella typhimirium &I’ ge de 28
jours, induit une réduction du taux de mortdité. Dans ces méme conditions, les Iésions histo-
pathologiques du coaur, du foie et de la rate éaient significativement moins importantes

(AWAAD et al., 2005).

En conclusion de cette partie bibliographique...

... Il est envisageable de manipuler favorablement la composition de la flore intestinale
gréce a certains additifs alimentaires bien choisis. Les probiotiques constituent a cet égard un
aiment particuliérement intéressant et des aternatives crédibles aux antibiotiques, sous
certaines conditions pratiques qu'il convient encore de préciser : interactions avec les
composants de laration et/ou la microflore du tube digestif, interaction avec d’ autres additifs.

Le développement de I utilisation des probiotiques en aimentation animale nécessite
une sdlection trés rigoureuse des souches les plus performantes ains que de nombreux essaisin
Vivo pour acquérir une bonne connaissance des effets des probiotiques et maitriser parfaitement

leur emploi.
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'objectif de cet essai est d’évaluer I'impact d’une complémentation alimentaire
en probiotique Pediococcus acidilactici sur les performances zootechniques, les
paramétres biochimiques du sang, la flore lactique digestive et la morphométrie

intestinale du poulet de chair élevé dans nos conditions locales.

|. Lieu, duréeet période del’ étude

Notre essai a été effectué au niveau de la station expérimentale « Monogastrique »
de I’ Ingtitut Technique des Elevages (ITELV) de Baba —Ali, Alger. Il s'est déroulé du 08
avril 2007 au 26 mai 2007, soit une durée de 49 jours d’ élevage.

1. Animaux

Neuf cent soixante (960) poussins d' un jour de souche | SA 15 Hubbard, provenant
du méme couvoir, sont triés, peses et répartis en deux groupes de poids homogene
(n=480),
en excluant les individus trop lourds ou trop chétifs. Chague groupe est ensuite divisé de
maniere aléatoire en 8 lots de 60 sujets (60 poussins par parquet), soit une densité de 11,38
sujets/me.

L es caractéristiques de chaque lot expérimental sont récapitulées dans |e tableau 7.

Tableau 7. Principales caractéristiques des |ots expérimentaux a la répartition (J0).

) Nombre de Poids vif initial
Lots Traitement o o ~ 5
répeétitions (n=) a ljour d’'age (g)
T Aliment Témoin 8 40,92 + 0,18
P Aliment Supplémenté en probiotique 8 41,04 + 0,27

¥ Moyennes + SE

Au cours des premiéres 48 heures, les sujets morts sont pesés et remplacés par des

sujets de méme poids.
[11. Traitement Expérimentaux

Pour éudier I'effet de la supplémentation en probictique chez le poulet, nous

comparons deux traitements expérimentaux (Tableau 7):
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1) Ungroupe Témoin (T) recevant un aiment classique sans additif (aliment de base)

2) Un groupe supplémenté en Probiotique (P) nourri avec le méme aliment de base

que le groupe témoin mais supplémenté avec le probiotique Pediococcus

acidilactici.

La supplémentation alimentaire en probiotique couvre tout le cycle d’ élevage de la

bande (c'est-a-dire de JO a J49). Son impact est évalué sur |’ évolution des paramétres de

croissance, de mortalité, du rendement de carcasse, des parametres biochimiques sanguins,

I’ évolution de la flore lactique digestive et la morphométrie intestinale.

Le dispositif expérimental et les mesures effectuées sont récapitul és dans le schéma

suivant (Figure 3).

M esur es
Poids vif 3
Refus d'aliment 8

Prélévement de sang 8
Etude de laflore”
Morphométrie intestinale *

Rendement de la carcasse *

Miseen

place Abattage
Début supplémentation Fin de la supplémentation

(lot P) (lot P\

J0 J10 J28 JA2 J49

(n=8) + + + +
(n=8) + + + +
(n=12) + +
(n=12) + + +
(n=12) + + +
(n=15) +

Figure 3. Schéma du protocole expérimental. ® Mesures collectives ; * Mesures individuelles

(n= nombre de répétitions pour chaque parameétre).
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V. Aliments

IV.1. Lesalimentsde base

Les poulets des deux lots expérimentaux ont recu les mémes aliments de base,
sous forme de farine et fabriqués par I’ ONAB, supplémentés (lot Probiotique) ou non (lot
Témoin) avec le probiotique. Les trois aliments de base utilisés correspondent a chague
période d’ élevage, a savoir : un aliment « Démarrage » distribué entre J1 et J10, un aiment
« Croissance » distribué de J11 a M2 et un aliment « Finition » distribué entre J43 et J49.
La composition et les caractéristiques de chaque aliment sont présentées ci-dessous
(Tableau 8). Durant toute la période d'élevage, I'aiment et I'eau de boisson sont est

fournis ad libitum.

Tableau 8. Composition et caractéristiques des aliments de base utilisés durant I’ essai.

Aliment Aliment Aliment
Démarrage Croissance Finition
Matiéeres Premiéres (%)
Mai's 60,90 64,80 68,80
Son dehblé 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 - -
Antistress 1,00 - -
CMV D-C 1,00 1,00 -
CMV F - - 1,00
Caractéristiques (valeurs calculées)
Energie M étabolisable (kgcal/kg) 2800 2900 2930
Proténes brutes (%) 21 19 17

PBC : Phosphate bicalcique.
CMV D-C : Complément Minéra et Vitaminique pour les phases de Démarrage et de Croissance.
CMV F: Complément Minéral et Vitaminique pour la phase de Finition.
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IV.2. Modalités de la supplémentation en probiotique

Le probiotique utilisé dans cette étude est une souche de bactérie lactique
spécifiqgue aux Monogastriques « Pediococcus acidilactici » MA 18/5M (Collection
Nationale de Culture de Microorganismes, Institut Pasteur, Paris) commercialisée sous le
nom de BACTOCELL® (Lalemand Nutrition Animale, France, fiche technique en
annexe). Il s'agit d'un concentré de ferment lactique développé spécifiqguement pour la
nutrition et la santé des monogastriques contenant 1.0x10'° UFC/g de P. acidilactici. La
dose utilisée dans cet essai est celle préconisée par le fabricant a savoir, 1.10° UFC/kg
d aliment en démarrage, en croissance et en finition, soit des quantités de 100g de
probiotique/tonne d’ aliment (100 ppm) directement incorporées au cours de la fabrication
del’aiment par I’ONAB.

V. Béatiment Et Conditions D’ambiance
Dans cet essai, les poulets des deux groupes expérimentaux (Témoins et
Supplémentés) sont élevés dans un méme béaiment afin de Sassurer de conditions

environnementales similaires.

@ Le batiment d’élevage utilise est de type obscur a ambiance contrélée et de
superficie égale & 296,1m? (32,9m x 9m). 1l est divisé en deux blocs de 36 parquets de
5,272 de surface chacun, disposés de part et d autre d’un couloir central de 2,2m de large
et d'un SAS. Ce dernier, sert de lieu de stockage d’aiment et est équipé d’une citerne
d eau et d’une boite de contréle des conditions d’ambiance (température et ventilation) et
des humidificateurs (Figure 4). La ventilation est dynamique, assurée par des clapets pour
I"entrée d'air et I'extraction des gaz est faite par cing extracteurs (3 petits et 2 grands).
Le chauffage du batiment se fait par des radiants. L’ éclairement est assuré par 8 néons (1

pour 2 parquets) et 1 lampe par parquet.

Figure 4. Vues (extérieure et intérieure) du batiment d’ élevage utilisé pour I’ essai.
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@ Lestempératures d’ élevage, sous radiant et ambiante, sont prélevées chaque jour

durant les premieres semaines de I'essai. Par la suite, seule la température ambiante est

notée
(Tableau 9).
Tableau 9. Températures ambiantes (Ta) d’ @evage durant I’ essai.
S1® S2 S3 $4& S5 S6 & S7
Ta(°C) 32-34 30-32 26-29 24-25 20-22

S : Semaine d' &ge.

@ L’éclairement est de 24heures avec une intensité de 3watt/m2, durant toute la

période del’ essai.
V1. Equipements D’ élevage

@ Lematériel d’ alimentation employé dans cet est adapté al’ &ge des animau,
asavoir : des assiettes en plastique pendant les 6 premiers jours, des mangeoires linéaires a
partir du 7éme jour jusqu’au 1léme jour et des mangeoires 2éme &ge du 1leme jour
jusgu’a I’ abattage correspondant a des trémies suspendues dont la hauteur est réglable
selon lataille des poulets (Figure 5).

Figure 5. Matériel d’ alimentation utilisé (mangeoires 1% et 2°™ age).

@ Le matériel d’abreuvement utilise au premier &ge correspond a 2 abreuvoirs
siphoides dont le remplissage se fait manuellement. Un abreuvoir 2éme &ge siphoide
automatique est installé & partir du 11leme jour (Figure 6). Durant toute la période

d éevage, I'eau est fournie ad libitum.
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Figure 6. Matériel d’ abreuvement utilisé (1% et 2°™ age).

@ Lalitiére est composee de paille d’ une épaisseur de 15cm, répartie sur sol cimenté
et recouvert d'un peu de chaux. Durant toute la période d' élevage, la litiere n'a pas été
changée mais des rgjouts ont été effectués pour I’ ensemble des parquets.

V. Programme Sanitaire D’ élevage

Le protocole sanitaire suivi lors de notre est présenté dans le tableau 10. 1l est
a noter qu'un antistress est administré 24 heures avant, pendant et aprés chaque acte
vaccinal. Toutes les vaccinations sont administrées per os (dans |’ eau de boisson).

Tableau 10. Plan de prophylaxie appliqué durant |’ essai.

Age (jours) Vaccinations & Traitements
J2 Vaccination contre la maladie de Newcastle (souche HB1)
J7 Vitamine AD3E + Vitamine C
Ji4 Vaccination contre la maladie de Gumboro (souche D78)
Ji7 Traitement anticoccidien pendant 05jours
J21 Rappel de vaccination contre la maladie de Newcastle (souche la Sota)
J34 Rappel du traitement anticoccidien pendant 5 jours
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V1. Mesures Réalisées

V1.1. Mesure des perfor mances zootechniques
VI.1.1. L’ingéré alimentaire
L’ingéré alimentaire est calculé a la fin de chacune des trois phases d’ élevage, a

savoir, la phase de démarrage (J1-J10), la phase de croissance (J10-J42) et la phase de
finition (J42-J49). La quantité d’ aliment ingérée est déterminée selon la formule suivante :

Quantité d’' aliment ingéré (g) = Quantité distribuée (g) — Refus (g)

VI1.1.2. Lepoids vif

En vue d apprécier I’ évolution du poids vif, chague lot expérimental est pesé alafin
des différentes phases (J10, J42, J49). Le poids moyen individuel est obtenu en divisant le

poids total des animaux de chaque parquet sur |’ effectif des poulets pesés.
V1.1.3. Indice de conversion et indice de consommation

Le calcul de ces deux parametres se fait en appliquant les formules suivantes :

Indice de Conversion = Ingéré alimentaire (q)
Gain de poids (g)

Indice de Consommation = Ingéré alimentaire (q)
Poids vif (Q)

VI1.1.4. Lamortalité

Le relevé quotidien de la mortalité est effectué au début de chagque journée. Le taux

de mortalité par phase d’' élevage est calculé en appliquant la formule suivante :

Taux de mortalité (%) = __Le nombre de poulets morts x100
Effectif présent en début de phase

V1.2. Mesure du rendement de car casse

Les caractéridiques de la carcasse sont déerminées al’ &ge de 7 semaines sur un échantillon de
15 poulets par lot expérimentd. Les animaux choisis présentaient une croissance similaire a cdle du
groupe quiils représentent.
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Aprés abattage, les carcasses sont plumées mécaniquement, effilées et conservées 24

heures au froid (+4°C) (Fgure 7). Le gras dbdomind, le foie, la rae le coaur, le proventricule & le

géser ot enduite préevés & pests. Le poids de la carcase préte a cuire (PAC), avec seulement les
reins dansla cavité abdominde, est égdement mesuré.

1. Pesée du poulet de chair avant abattage

5. Accrochage du poulet de chair 6. Carcasses éviscérées (PAC)

Figure 7. Opérations effectuées pour déterminer le rendement de carcasse des poulets.
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V1.3. Mesur e des paramétr es biochimiques sanguins
V1.3.1. Préléevements de sang

Pour |le dosage des parameétres biochimiques sanguins, des prélévements sanguins
sont réalises a 28 et 49 jours d’'&ge chez des poulets témoins et supplémentés en
probiotiques (n=12), représentatifs du poids moyen de leur groupe (CAMPBEL, 1995).

En pratique, un volume de 5ml de sang/poulet a été prélevé au niveau de la veine
alaire et recueilli dans des tubes héparines puis directement centrifugé (3000 tours/min ;
6min). Aprés centrifugation, un volume de 300N de plasma obtenu est recueilli au moyen
d'une pipette capillaire et réparti en 2 tubes Ependorf étiquetés pour chaque prélévement et
conservé au froid dans un congélateur (-20°C) jusqu’ aux dosages ultérieurs des teneurs
plasmatiques en cholestérol, en triglycérides et en lipides totaux. Tous ces dosages sont
effectués au niveau du Laboratoire de Biochimie de I'Ecole nationale Supérieure
Vétérinaire d’ Alger.

V1.3.2. Dosage du cholestérol plasmatique

La teneur plasmatique du cholestérol est évaluée en utilisant un kit de dosage
commercia (Cholesterol/CHOD-PAP, SPINREACT, SA, Espagne) (fiche du protocole en

annexes).

Le principe : le cholestérol présent dans I’ échantillon donne un complexe coloré

selon les réactions décrites ci-dessous :

Cholesterol esters+ H,O ————» Cholesterol + Ac.gras
CHE

Cholesterol + O, —— » 4 - Cholestérone + 4 H,O»
CHOD

2 H,0; + Phénol + 4-Aminiphenazone —— > Quinonimine + 4 H,O
POD

La mesure est effectuée sur 10 pl de plasma. La concentration en cholestérol est

calculée selon laformule suivante:

A Echantillon
A Etaon

X CEtdon = C Echantillon (mg/dl)
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A : Absorbance alalongueur d’ onde de 505 nm
C : Concentration du standard = 200 mg/dl

Facteur de conversion: mg/dl x 0,0258 = mmol/I|

V1.3.3. Dosage destriglycérides plasmatiques

Ce dosage est effectué a I’aide d' un kit de dosage commercia (TriglyceridesGPO-
PAP, SPINREACT, SA, Espagne) (fiche du protocole en annexes).

Le principe de la réaction : les triglycérides (TG) sont hydrolysés en glycérol et
acides gras libres (AGL) par la lipoprotéine lipase (LPL). Le glycérol libéré réagit avec la
glycérol kinase (GK) et la glycérol-3-phosphate oxydase (GPO) libérant de H,O, dont la
concentration est mesurée.

LPL
TG+ H,O ——  Glycerol + AGL

GK
Glycerol + ATP ———— Glycerol-3-phosphate + ADP
GPO .
Glycerol-3-phosphate + O, ——  Dihydroxyacetone-P + H,0-

H,0; + 4-Aminophenazone + p-chlorophenol LQui noneimine + H,O

Le dosage des TG est réalisé sur 10 m de plasma. La concentration de I’ échantillon est
calculée selon laformule :

A Echantillon

X C Standard = C Echantillon (mg/dl)
A Standard

A : Absorbance alalongueur d’ onde de 505 nm
C : Concentration du standard = 200 mg/dl

Facteur de conversion : mg/dl x 0,0113 = mmol/|

V1.3.4. Dosage des lipides totaux plasmatiques

Ce dosage est effectué a I'aide d’'un kit de dosage commercial (Tota lipids/Sulfo-
phospho vainilline. Colorimetric, SPINREACT, SA, Espagne) (fiche du protocole en
annexes).
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Le principe de la réaction : les lipides insaturés réagissent avec |’ acide sulfurique
pour former les ions de carbonium. Dans une seconde étape les ions carbonium réagissent
avec le phosphovanilline donnant une couleur rose. L’intensité de la couleur est
proportionnelle avec la concentration de I’ échantillon en lipides.

Ce dosage est effectué sur 100ul de plasma. La concentration de I’échantillon en
lipides totaux est calculée selon la formule suivante:

A Echantillon

X C Calibreur = C Echantillon (mg/dl)
A Calibreur

A : Absorbance alalongueur d’ onde de 540 nm
C : Concentration du calibreur = 750 mg/d|

V1.4. Etudedelaflorelactobacillair e intestinale

L’éude a porté sur le dénombrement des Lactobacilles au niveau de la flore
duodénale, iléale et caecale, chez 12 poulets témoins et supplémentés, ayant un poids
représentatif de leur groupe expérimental. Ces mesures sont réalisees a trois ages
différents: J10, J28 et JM9. Elles sont effectuées au Laboratoire de Microbiologie de
I”Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d' Alger.

En pratique, a partir des poulets sacrifiés al’ége de 10 et 28 jours, le tube digestif
est rapidement prélevé et Iintestin coupé en portions. Par la suite, 1g de portion duodénale,
iléale et caecale sont prélevés aseptiquement et mis dans des sachets de type Stomacher
contenant 9ml de bouillon TSE. Cette solution constitue la suspension mére. Notons, que
pour les poulets sacrifiés a J49, cette derniere est préparée a partir de 5g de chaque portion
intestinale dilués dans 45ml de TSE.

Des dilutions successives de la solution mere sont réalisées dans des tubes a essai
jusqu'a 10°. Par la suite, Iml des deux derniéres dilutions sont ensemencés en double
couches et en profondeur dans deux boites de pétri contenant de la gélose MRS solide
fondue et refroidie. Les boites de pétrie sont alors entreposées a I’intérieur d’une jarre
d’ anaérobiose puis incubées a 45°C pendant 72 heures. Seules, les boites ayant des colonies
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bien développées, bien séparées et non contaminées par des levures ou moisissures sont
retenues en vue d’ en apprécier I’ aspect, la forme, lataille, la couleur ainsi que leur nombre.
Une coloration de Gram est effectuée afin de déterminer la forme et la disposition des
cellules bactériennes. Les souches a Gram positif ont été retenues pour la confirmation des

Lactobacilles.

D’une maniére générale, les colonies de bactéries lactiques doivent répondre aux

critéres suivants:
U Diametre compris entre 0,5 a1mm
U Couleur blanchétre ou opaque parfois tranducide, laiteuse et crémeuse
U Formecirculaire et lisse
U Aspect arrondi et bombé
U Contour régulier

Le dénombrement des Lactobacilles se fait en appliquant la formule de calcul suivante:

Nca+tNe

Nombre de bactéries/prélevement =
1.1 X 10%Y

Ol : N1 est le nombre de colonies obtenues pour une dilution de 10%7, ici 10™.
n ¢ est le nombre de colonies obtenues pour une dilution de 107, ici 10™.

V1.5. Etude de la morphométrie intestinale

La longueur de I'intestin ainsi que les dimensions des villosités intestinales ont été
mesurées sur des poulets témoins et ceux supplémentés en probiotique et ce a trois ages
différents : aJ10, J28 et J49.

Ces Analyses sont réalisées au laboratoire d’ Histologie et d’ Anatomo-pathologie de

I”Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d Alger.

Pour ce faire, a chaque &ge, 12 animaux ayant des poids représentatifs de leur lot
expérimental sont sacrifiés par saignée. L’intestin est prélevé dans sa totaité, de sa

jonction avec le gésier jusgu’au colon et étiré. Les 2 casca sont détachés au niveau de la
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jonction iléo-caale. Les 3 portions (intestin et les 2 caca) sont adors juxtaposées et
mesurées. La valeur obtenue représente la longueur totale de I'intestin.

Par la suite, des coupes histologiques colorées gréce a la technique d'Hemalun-
éosine (Martoja et Martoja-Pierson, 1967) sont réalisées selon les étapes suivantes :

V1.5.1. Préléevement destissus a éudier

Des portions de 1cm de longueur sont prélevées a partir du duodénum proximal (2cm
apres la jonction duodénum-gésier), du duodénum distal (3cm environ avant la jonction
duodénum- jé§unum), de I’iléon proximal (10cm avant la jonction iléocaecale) et de I'iléon
distal (3cm avant la jonction iléocaecale). Chague portion est obtenue aprés deux sections
transversales distantes de 1cm I'une de |’ autre, au niveau de la région ciblée de I'intestin,
ensuite la portion est incisée a I’aide d une section longitudinale en vue de constituer un
rectangle de 1cm de longueur.

V1.5.2. Préfixation et fixation destissus

Les portions obtenues sont d’abord, plongées dans une solution de préfixation
(liquide de Ceras) comprenant 6 volumes de formol, 2 volumes de méthanol et 1 volume
d acide acétique absolus. Six heures aprés, ces portions sont transférées dans une solution
de fixation a base de formol a 10% ou elles sont conserveées pendant 48 heures au moins.

V1.5.3. Phase de déshydratation et d’éclair cissement

Chague tissu prélevé, est d'abord rincé a I’eau claire, puis plongé dans 3 bains
d acool a 70%, 90% et 100%, puis dans 3 bains de Toluene. Chaque bain d' alcool
nécessite 1 heure de temps contre 1h30 pour celui du toluéne. Vient ensuite la phase
d éclaircissement ou chague fragment de tissus est plongé pendant 12heures dans de la
paraffine liquide chauffée a 56°C.

V1.5.4. Inclusion et réalisation des coupes

Suite aux 12 heures d’ éclaircissement, chagque portion de tissu est placée au milieu
du creux d un moule (barres de Leuckhart) puis recouverte avec une cassette a inclusion.

De la paraffine liquide est versée sur cette derniere. Aprés durcissement, un block de
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paraffine est obtenu, puis placé dans un microtome en vue de réaliser des coupes de 5s m

d’ épaisseur.
V1.5.5. Fixation du tissu sur la lame et coloration

Une petite quantité d' eau albumineuse est déposée sur une lame préalablement
gravée, le tout est mis sur une plague chauffante réglée sur la graduation 3. La coupe
histologique est ensuite, déposée sur I’ eau albumineuse. La lame est ensuite égouttée puis
mise a sécher 1 & 2 heures dans une étuve réglée a 46°C. La coloration nécessite le passage

de lalame par les étapes suivantes :

U Deux bains de Toluene de 5 min chacun en vue de déparaffiner le tissu

U Trois bains d’acool, le premier absolu, le deuxieme a 90° et le dernier a 70°, pendant
3min chacun

U Un lavage al’ eau du robinet pendant 2min

U Une coloration al’hémalun pendant 45s & 1min

U Unringage al’ eau du robinet pendant quel ques secondes

U Une coloration al’ éosine pendant 2min

U Trois bains d’ éthanol, le premier a 70°, le deuxiéme & 90° et le dernier & 100°, pendant
3min chacun

U Deux bains de Toluéne de 5min chacun

U Enfin une lamelle avec une goutte de milieu de montage (Eukitt) est déposée sur la
portion tissulaire.

L’ analyse des coupes histologiques est réalisée en 2 temps. Tout d’abord, les lames
sont photographiées au grossissement x10 gréace a un microscope muni d un procédé de
capture d'image (Motic Co., Ltd). Ensuite, les mesures des dimensions des villosités
(hauteurs et largeurs a mi-hauteur) sont effectuées directement sur les images obtenues
gréce au logiciel Motic Images Plus 2.0 ML (Motic Co., Ltd) (Figure 8).

Pour calculer le volume des villosités (considérées comme des cylindres), laformule
suivante a été appliquée :

Volume (um®) = 3,14 x (I/2)*x h

| : largeur & mi-hauteur de lavillosité

h : hauteur de lavillosité
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Figure 8. Mesure des dimensions des villosités intestinal es.

VII. Analyse Statistique

Les différents résultats sont décrits par la moyenne et |'erreur standard (SE, calculée
a partir de la déviation standard SD selon la formule SE = SD/n®° ; n é&ant le nombre de
répétitions pour les mesures collectives ou le nombre danimaux pour les mesures
individuelles).

L’ homogénéité de la variance entre les deux traitements a été vérifiée par le test de
Bartlett. Les résultats sont soumis a une analyse de variance a un facteur (ANOVA 1) &fin
de déterminer I'effet de la supplémentation en bactérie probiotique sur les parametres
considérés. Le seuil de signification choisi est d’ au moins 5%.

Toutes ces analyses sont effectuées a I'aide du programme StatView (Abacus
Concepts, 1996, Inc., Berkeley, CA94704-1014, USA).



Résultats

ous examinons, dans cet essai, |'effet de la supplémentation alimentaire en
probiotique Pediococcus acidilactici (bactérie lactique) sur les performances
zootechniques, le rendement de la carcasse, les paramétres métaboliques
sanguins, la morphométrie intestinale et I’ évolution de la flore lactique digestive, du poulet

de chair, au cours d’un cycle complet de croissance (49 jours).

|. Effet Du Probiotique P. acidilactici Sur Les Performances De

Croissance

|.1. Effet sur le poids vif et le gain de poids du poulet

Les valeurs moyennes de poids vifs et de gain de poids mesurés a la fin de chaque
phase d élevage (démarrage, croissance et finition), chez les poulets nourris avec un
aliment témoin et ceux supplémentés en probiotique sont reportées dans le tableau 11 et

illustrées dans la figure 9.

Tableau 11. Poids vif moyen (g) et gain de poids moyen (g), par phase d’ élevage
et cumulé, des poulets recevant un aliment standard (lot « Témoin ») ou un aliment
supplémenté en Pediococcus acidilactici (lot « Probiotique ») (Moyennes ; n=8).

Lot Lot ANOVA
Témoin Probiotique SEM?® (p=)
Poids vif (g)

aJo 41,0 40,9 0,2 0,700
aJio 206,5 206,7 2,6 0,960
a2 2105,6 2090,1 28,5 0,710
a9 24913 2454.8 30,3 0,420
Gain de poids ()
Démarrage (J0-J10) 165,6 165,6 2,7 0,989
Croissance (J10-J42) 1899,1 18834 29,2 0,712
Finition (J42-349) 385,8 364,7 13,7 0,297
Cumulé (J0-J49) 2450,4 2413,8 30,3 0,418

8 SEM : Erreur Standard Moyenne.
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Figure 9. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur
le poids vif (g) et le gain de poids moyens du poulet de chair (Moyennes + SE ; n=8).
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Nos résultats révelent que, quelque soit la phase d’ élevage considérée, I’ addition de
Pediococcus acidilactici dans I’aliment n'a pas modifié le poids vifs des animaux :
variations non significatives entre les deux lots & J10, J42 et J49. A la fin de I'essai, les
poids moyens sont quasi-identiques chez les poulets témoins et ceux recevant le
probiotique : 2473g = 30 en moyenne.

De maniére similaire, les écarts des gains de poids enregistrés entre les poulets
supplémentés en probiotique et les poulets témoins ne sont pas statistiquement différents:
variations non significatives de 1 & 5% entre les deux lots selon la période d’ élevage
considérée (P>0,05).

|.2. Effet sur I'ingéré alimentaire du poulet

Les quantités d’' aliments consommées, durant I’ et pour chague phase d' éevage,
par les poulets témoins et ceux supplémenté en probiotique Pediococcus acidilactici sont
présentées dans le tableau 12 et illustrées dans la figure 10.

Tableau 12. Ingéré aimentaire moyen, par phase d' élevage et cumulé, des poulets
recevant un aiment standard (lot « Témoin») ou un aliment supplémenté en
Pediococcus acidilactici (lot « Probiotique ») (Moyennes ; n=8).

Lot Lot ANOVA
Témoin Probiotique SEM?® (p=)
Ingéré alimentaire (g)
Démarrage (J0-J10) 300,3 300,3 2,6 0,990
Croissance (J10-J42) 4073,6 3935,5 425 *
Finition (342-J49) 1349,1 1260,8 29,3 0,061
Cumulé (J0-349) 5723,0 5496,5 473 o

8 SEM : Erreur Standard Moyenne, * P<0,05 ; ** P<0,01.

Nous pouvons constater, qu’en phase de démarrage (JO a J10), I’ingéré alimentaire
des poulets supplémentées en P. acidilactici est comparable a celui des poulets témoins:
300 + 3g en moyenne entre les deux lots (P=0,99).
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En revanche, durant |a période de croissance (entre J10 et J42), la quantité d’ aliment
ingéré est significativement plus faible chez le lot supplémenté en probiotique par rapport

au lot témoin : baisse d’ environ 3% (P<0,05).

De méme, en période de finition (de J42 a J49), I'apport du probiotique P.
acidilactici tend adiminué I'ingéré alimentaire d’ environ 7% (P=0,06).

En définitive, s nous considérons la période globale de I’ élevage (phases cumul ées),
nous constatons que I'addition du probiotique réduit significativement (P<0,01) la
consommeation de I’aliment d’ environ 226g soit une baisse de 4% par rapport aux poulets

temoins.
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Figure 10. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur
I"ingéré aimentaire du poulet de chair (Moyennes + SE ; n=8 ; * P<0,05; ** P<0,01).

|.3. Effet sur I'indice de conversion et de consommation du poulet

Les indices de conversion relevés durant toutes les phases de I’ expérimentation chez
les poulets témoins et ceux supplémentés en probiotique sont présentés dans le tableau 13
et lafigure 11.
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Tableau 13. Indice de conversion, par phase d' élevage et cumulé, et indice de
consommation cumulé des poulets recevant un aliment standard (lot « Témoin »)
ou un aiment supplémenté en Pediococcus acidilactici (lot « Probiotique »)
(Moyennes ; n=8).

Lot Lot ANOVA
Témoin Probiotique ~ SEMS® (p=)

Indice de conversion

Démarrage (J0-J10) 1,82 1,82 0,03 0,976

Croissance (J10-J42) 2,15 2,09 0,02 0,121

Finition (342-J49) 3,52 3,48 0,12 0,810

Cumulé (J0-J49) 2,34 2,28 0,02 *
Indice de consommation

cumul é (J0-J49) 2,30 2,24 0,02 *

8 SEM : Erreur Standard Moyenne, * P<0,05.

Indice de Conversion .
O Témoin

B Probiotique

4

1,82

JO-J10 J10-J42 J42 - J49 JO-J49  Phases (j)

Figure 11. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur
I’indice de conversion du poulet de chair (Moyennes + SE ; n=8 ; * P<0,05).
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Ains, il apparait qu'en période de démarrage, I'addition du probiotique n'a pas
modifié I'indice de conversion par rapport aux témoins. En effet, sa valeur chez les sujets

supplémentés est identique a celle des poulets témoins : 1,82 + 0,03 (P=0,98).

Par contre, durant la phase de croissance, I’indice de conversion enregistré chez le lot
supplémenté en P. acidilactici semble meilleur que celui des témoins: 2,09 + 0,03 contre
2,15 + 0,02, respectivement, soit une baisse de 3% qui tend a étre statistiquement
significative (P=0,12). Notons, que cette amélioration de I'indice de conversion
s amoindrit en période de finition : 3,48 + 0,14 pour le lot P contre 3,52 + 0,11 pour le lot

T (soit -0,04 point entre les deux).

En considérant toute la période de I'essai, nos résultats indiquent une nette
amélioration de I'indice de conversion apres addition du probiotique dans I’ aliment : -3%

environ, P<0,05.

De la méme maniére, les poulets supplémentés en probiotiques présentent les
meilleurs indices de consommation en fin d’ élevage en comparaison aux poulets témoins :
2,24 vs 2,30 (SEM = 0,02), respectivement ; soit une amélioration significative de 3%
(P<0,05).

II. Effet du probiotique P. acidilactici sur la mortalité

Letableau 14 et lafigure 12 présentent les taux de mortalités mesurés a chaque phase
d élevage (démarrage, croissance et finition) et la mortaité globale pendant toute la

période de I’ essai.

Tableau 14. Taux de mortalité, par phase d’ élevage et cumulé, des poulets recevant un
aliment standard (lot « Témoin») ou un aliment supplémenté en Pediococcus
acidilactici (lot « Probiotique ») (Moyennes ; n=38).

Lot Lot ANOVA
Témoin Probiotique SEMS® (p=)
Mortalité (%)
Démarrage (J0-J10) 2,29 1,25 0,41 0,100
Croissance (J10-J42) 0,65 0,43 0,30 0,611
Finition (342-J49) 0,22 0,21 0,21 0,981
Cumulé (J0-J49) 3,13 1,88 0,62 0,179

¥ SEM : Erreur Standard Moyenne.
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Nos données indiquent que les taux de mortalités enregistrés chez les poulets nourris
avec I’aiment supplémenté en P. acidilactici sont plus faibles que ceux relevés chez les
poulets témoins. En effet, nous notons des diminutions de prés de 45% durant |e démarrage
et de 34% en phase de croissance, en faveur du lot Probiotiqgue, méme si ces écarts
n’ atteignent pas le seuil de signification statistique choisi (P>0,05).

Par ailleurs, au cours de la phase de finition, le taux de mortalité est quasi nul pour
les deux lots: 0,2%. Au final, I’apport du probiotique Pediococcus acidilactici a diminué
presque de moitié le taux de mortalité cumulé comparativement au lot témoin (-40%,
P=0,18).

ité (o
Mortalité (%) O Témoin

4 B Probiotique

0,65
0,43

0,22 0,21]

JO-J10 J10-J42 J42 -J49 JO - J49 Phases (j)

Figure 12. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur la
mortalité (%) du poulet de chair (Moyennes + SE ; n=8).

[11. Effet du probiotique P. acidilactici sur le rendement de car casse

Les poids de la carcasse préte a cuire, du gras abdominal, du coeur, du foie et du
gésier mesurés alafin de la période expérimentale sur 15 poulets par lot expérimental sont
présentés dans le tableau 15.
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Tableau 15. Caractéristiques de la carcasse des poulets recevant un aliment standard
(lot «Témoin») ou un aiment supplémenté en Pediococcus acidilactici (lot
« Probiotique ») (mesures al’ &ge de 49 jours, moyennes ; n=15).

Lot Lot ANOVA

Témoin Probiotique ~ SEMS® (p=)

Poids Vif (g) 2623 2558 39 0,25
Carcasse PAC* (g) 1880 1840 0 0,34
(9/100gPV) 71,85 72,21 0,36 0,47
Gras abdomina (g) 51,2 50,13 3,67 0,83
(g/200gPV) 1,95 1,96 0,14 0,94

Foie (g) 60,53 56,60 1,91 0,10
(9/100gPV) 2,30 2,21 0,05 0,27
Gésier plein (g) 68,13 68,26 2,81 0,97
(g/200gPV) 2,59 2,65 0,09 0,63
Caaur () 11,07 10,13 0,46 0,18
(g/200gPV) 0,42 0,39 0,01 0,35

8 SEM : Erreur Standard Moyenne. *PAC : Carcasse préte acuire; PV : Poids vif.

Nos résultats montrent que la supplémentation alimentaire en probiotique n’'as pas
modifié les caractéristiques de la carcasse des poulets : variations non significatives entre
les lots supplémentés et témoins, alant de +1 a +2% pour le poids des carcasses PAC, la

proportion de gras abdominal et celle du gésier plein.

Notons néanmoins une |égére réduction du poids du foie et du coaur chez les poulets
recevant le probiotique comparativement a ceux des animaux témoins: -6% (P=0,10) et
-8% (P=0,18) respectivement. Rapportés au poids vif de |I’animal, les écarts de poids de ces
deux organes s atténuent : -4% (P=0,27) et -5% (P=0,36).
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V. Effet du probiotique P. acidilactici sur les paramétres sanguins

V1.1. Effet sur lateneur plasmatique en cholestérol

Les résultats relatifs a la cholestérolémie des poulets témoins et supplémentés en
probiotique, mesurées al’ &ge de 28 et 49 jours, sont présentés dans le tableau 16 figure 13
Nous pouvons relever que les teneurs plasmatiques en cholestérol sont significativement
plus faibles chez les poulets supplémentés en P. acidilactici que celles des témoins et ce
guelque soit I'&ge de mesure: -32% a J28 (P<0,0001) et -14% a J49 (P<0,01),

respectivement.

Tableau 16. Teneurs plasmatiques (g/l) en cholestérol mesurées a I’age de 28 et 49 jours,
chez des poulets recevant un aliment standard (lot « Témoin ») ou un aiment supplémenté en
Pediococcus acidilactici (lot « Probiotique ») (Moyennes ; n=12).

Lot Lot ANOVA
Témoin Probiotique SEM®  (p9)

Teneurs plasmatiques en Cholestérol (g/l)
aJ28 1,18 0,80 0,03 il
ax9 0,82 0,70 0,02 **

8 SEM : Erreur Standard Moyenne. ** P<0,01, *** P<0,001.

Cholestérol plasmatique (g/l)

0O Témoin
B Probiotique

**k*
**

0,82

J28 Age ()

Figure 13. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur la
teneur plasmatique en cholestérol mesurée chez le poulet de chair a I'ége de 28 et 49 jours
(Moyennes+ SE ; n=12 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001).
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V1.2. Effet sur lateneur plasmatique en triglycérides (TG)

Comme le montrent nos résultats, présentés dans le tableau 17 et la figure 14, les
concentrations plasmatiques en TG sont fortement réduites chez le poulet par la
supplémentation alimentaire en P. acidilactici. Des baisses trés significatives (P<0,0001)
des taux plasmatiques en TG sont enregistrées chez les poulets du lot Probiotique par
rapport a ceux destémoins : -38% et - 48% al’ &ge de 28] et de 49 jours, respectivement.

Tableau 17. Teneurs plasmatiques (g/l) en triglycérides mesurées a |’ &ge de 28 et 49 jours,
chez des poulets recevant un aliment standard (lot « Témoin ») ou un aiment supplémenté en
Pediococcus acidilactici (lot « Probiotique ») (Moyennes ; n=12).

Lot Lot ANOVA
Témoin Probiotique SEMS® (p=)

Teneurs plasmatiques en Triglycérides (g/l)
aJ28 0,36 0,22 0,01 *kk
aJ9 0,25 0,13 0,01 *kk

8 SEM : Erreur Standard Moyenne. *** P<0,001.

TG plasmatiques (g/1)
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Figure 14. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur la
teneur plasmatique en triglycérides (TG) mesurée chez le poulet de chair al’ &ge de 28 et 49 jours
(Moyennes £ SE ; n=12 ; *** P<0,001).

53



Résultats
V1.3. Effet sur lateneur plasmatique en lipides totaux

Les résultats concernant les teneurs en lipides totaux dans le sang, mesurées chez les

poulets des deux lots au cours de cet essai, sont présentés dans le tableau 18 et illustrés par

lafigure 15.

Tableau 18. Teneurs plasmatiques (g/l) en lipides totaux mesurées a |’ &ge de 28 et 49
jours, chez des poulets recevant un aliment standard (lot « Témoin ») ou un aliment

supplémenté en Pediococcus acidilactici (lot « Probiotique ») (Moyennes ; n=12).

Lot Lot ANOVA
Témoin Probiotique SEM?® (p=)

Teneurs plasmatiques en lipides totaux (g/l)
aJ28 0,82 0,70 0,02 *kk
aJ9 0,77 0,50 0,03 ok

8 SEM : Erreur Standard Moyenne. *** P<0,001.

LT plasmatiques (g/l)

O Témoin
M Probiotique

**k*

061 * %%

0,77

0,1 ‘
J28 J49 Age ()

Figure 15. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur la
teneur plasmatique en lipides totaux (LT) mesurée chez le poulet de chair al’&ge de 28 et 49 jours
(Moyennes £ SE ; n=12 ; *** P<0,001).
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Ainsi, nos résultats indiquent une réduction tres significative des lipides totaux
circulants chez les poulets aprés supplémentation en Pediococcus acidilactici
comparativement aux poulets controles. Cette baisse est d environ 15% a |’age de 28]
(P<0,001) et — 35% en fin d'essai, c-a-d a J49 (P<0,0001).

V. Effet du probiotique P. acidilactici sur laflorelactiqueintestinale

Les résultats relatifs aux dénombrements des colonies de lactobacilles chez les
poulets témoins et supplémentés en probiotique, évalués a 3 ages différents (J10, J28 et
J9), au niveau de 3 portions intestinales (duodénum, iléon et les caeca) sont reportés dans
le tableau 19 et lesfigures 16, 17 et 18.

Tableau 19. Nombre de lactobacilles mesuré au niveau duodénal, iléal et caecal, al’ ége de
10, 28 et 49 jours chez des poulets recevant un aliment standard (lot « Témoin ») ou un
aliment supplémenté en Pediococcus acidilactici (lot « Probiotique ») (Moyennes ; n=12).

Lot Lot ANOVA
Témoin Probiotique SEMS (p=)
Dénombrement des L actobacilles
(log de 10 UFC/g) *
Dans le duodénum
aJio 6,35 6,40 0,02 *
aJ2s 6,45 6,49 0,01 *
aJM9 6,49 6,63 0,01 >k
Dans|’iléon
aJio 6,57 6,58 0,01 0,460
aJ2s 6,61 6,62 0,01 0,485
aJM9 6,65 6,66 0,01 0,301
Dans les caeca
aJio 6,57 6,58 0,01 0,788
aJ2s 6,61 6,62 0,01 0,705
aJM9 6,65 6,65 0,01 0,829

§ SEM : Erreur Standard Moyenne. * UFC : Unité formant colonies. * P<0,05, *** P<0,001.
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Figure 16. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur le
nombre de lactobacilles (log de 10 UFC/g) présents au niveau duodénal chez le poulet de chair a
I’&ge de 10, 28 et 49 jours (Moyennes £ SE ; n=12 ; * P<0,05; ** P<0,01 ; *** P<0,001).
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Figure 17. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur le
nombre de lactobacilles (log de 10 UFC/g) présents au niveau iléal chez le poulet de chair al’ége
de 10, 28 et 49 jours (Moyennes + SE ; n=12).
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Figure 18. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur le

nombre de lactobacilles (log de 10 UFC/g) présents au niveau des caeca chez le poulet de chair a
I’&ge de 10, 28 et 49 jours (Moyennes £ SE ; n=12).

Au niveau duodéna, nos résultats indiquent que les poulets supplémentés en

Pediococcus acidilactici ont un nombre de lactobacilles significativement plus élevé que

celui trouvé chez les animaux témoins et ce quelque soit I’ &ge de mesure. En effet, nous

trouvons des écarts significatifs entre les deux lots d' environ 1% (P<0,05) a J10 et J28 et
+2% (P<0,0001) & J49 en faveur du lot probiotique.

En revanche, au niveau des 2 autres portions intestinales (iléon et caeca), le nombre

de lactobacilles est comparable entre les deux lots (P>0,30) aussi bien a J10, qu’a J28 ou

J49.

V1. Effet du probiotique P. acidilactici sur la morphométrie intestinale

V1.1. Effet sur lalongueur desintestins

Les longueurs moyennes des intestins mesurées a J10, J28 et J49 sont représentées

dans le tableau 20 et la figure 19.
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Tableau 20. Longueur totale des intestins mesurée a I'ége de 10, 28 et 49 jours chez des
poulets recevant un aliment standard (lot « Témoin») ou un aiment supplémenté en
Pediococcus acidilactici (lot « Probiotique ») (Moyennes ; n=12).

Lot Lot ANOVA
Témoin Probiotique SEMS (p=)
Longueur totale del’intestin (cm)
aJio 104,1 113,0 1,4 *k
aJ2s 170,3 194,3 2,5
aJ49 2255 240,0 39 *

8 SEM : Erreur Standard Moyenne. * P<0,05, *** P<0,001.

. . O Témoi
Longueur des intestins (cm) emoimn

B Probiotique *

250,0 ~

**k*

200,0 A

150,0 -

225,5
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100,0 -

50,0

J10 J49 Age ()

Figure 19. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur la
longueur de I'intestin (cm) du poulet de chair al’ &ge de 10, 28 et 49 jours (Moyennes + SE ; n=12;
* P<0,05; *** P<0,001).

D’une maniére générale, nos résultats montrent que, que quel que soit I'ége, la

longueur totale des intestins est significativement supérieure chez les poulets supplémentés
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en probiotique par rapport a ceux recevant I'aiment standard. Cette augmentation est de
9% (P<0,001) a J10, d’environ 14% (P<0,001) a J28 et d’environ 6% (P<0,05) a J49 par

rapport aux témoins.

V1.2. Effet sur la hauteur desvillositésintestinales

L es hauteurs moyennes des villosités intestinales, enregistrées au niveau des portions

proximales et distales du duodénum et de I'iléon, & J10, J28 et J49 sont reportées sur le

tableau 21.

Tableau 21. Hauteur moyenne des villosités intestinales, mesurée a |’ &ge de 10, 28 et 49 jours, au

niveau des portions proximales et distales du duodénum et de I’iléon, chez les poulets recevant un

aliment standard (lot « Témoin ») ou un aiment supplémenté en Pediococcus acidilactici (lot

« Probiotique ») (Moyennes ; n=12).

Lot Lot ANOVA
Témoin Probiotique SEMS (p=)
Hauteur des villosités intestinales (mm)
Au niveau du duodénum proximal
aJio 704,3 1340,3 72,2
aJ2s 1026,3 1855,4 110,3
a9 1239,4 1648,4 33,2
Au niveau du duodénum distal
aJio 681,9 1085,3 45,9
aJzs 898,8 2036,2 238,9 *
a9 1156,2 1752,5 103,9 %
Au niveau de |’iléon proximal
aJio 542,7 848,3 31,0
aJ2s 792,1 1287,2 90,7 *%
aJ49 1290,6 1346,2 42,0 0,360
Au niveau de I'iléon distal
aJ10 643,7 815,6 40,4 -
aJ2s 700,4 1034,9 48,1
a9 1176,6 1546,9 82,7 *

8 SEM : Erreur Standard Moyenne. ** P<0,01, *** P<0,001.
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Figure 20. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur la
hauteur des villosités du duodénum proximal (mm) du poulet de chair a |’ ége de 10, 28 et 49 jours
(Moyennes £ SE ; n=12 ; *** P<0,001).
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Figure 21. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur la
hauteur des villosités du duodénum distal (mm) du poulet de chair a |I’&ge de 10, 28 et 49 jours
(Moyennes+ SE ; n=12 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001).
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Figure 22. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur la
hauteur des villosités de I'iléon proxima (nmm) du poulet de chair a I’ége de 10, 28 et 49 jours
(Moyennes+ SE ; n=12 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001).
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Figure 23. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur la
hauteur des villosités de I'iléon distal (mm) du poulet de chair a I’age de 10, 28 et 49 jours
(Moyennes+ SE ; n=12 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001).
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Au niveau du duodénum proximal, la hauteur moyenne des villosités chez les
animaux supplémentés est presque deux fois plus grande que celle enregistrée chez les
témoins, et ce quelque soit I'age des poulets: augmentation tres significatives a J10
(+90% ; P<0,001), J28 (+80% ; P<0,001) et & J49 (+33% ; P<0,01) (Figure 20).

Au niveau du duodénum distal, les hauteurs des villosités enregistrée sont
également nettement augmentées apres supplémentation aux trois dates de mesures : +59%
aJ10 (P<0,001), +127% a J28 (P<0,01) et +52% a J49 (P<0,01) (Figure 21).

Au niveau de l'iléon proximal, la hauteur moyenne des villosités est auss
significativement supérieure chez le lot supplémenté en P. acidilactici comparé au témoin
et ce al’ége de 10 jours (+56% ; P<0,001) et de 28 jours (+63% ; P<0,01). En revanche,
I"augmentation de la taille des villosités n’ atteint pas le seuil de signification statistique a
J49 (+4%, P=0,36) (Figure 22).

Enfin, au niveau de I'iléon distal, quelque soit I'&ge de mesure, les villosités sont
nettement plus hautes que celles des poulets témoins: +27% (P<0,01) a J10, +48%
(P<0,001) et + 31% (P<0,01) a J49 (Figure 23).

V1.3. Effet sur levolume desvillosités intestinales

Les volumes moyens des villosités intestinales, enregistrés au niveau des portions
proximales et distales du duodénum et de I’iléon, mesurés a J10, J28 et J49 chez les poulets

témoins et supplémentés en probiotique sont reportés sur le tableau 22.

Au niveau du duodénum proximal, le volume des villosités est 3 a 4 fois plus
grand chez les poulets supplémentés en probiotique que ceux mesurés chez les témoins
(P<0,0001) et ce aussi bien &J10 (+220%), qu’ a J28 (+267%) ou M9 (+163%) (Figure 24).

Au niveau du duodénum distal, le volume des villosités est aussi significativement
supérieur (P<0,001) chez les individus supplémentés par rapport aux témoins: 2 fois plus
grands a J10, 6 fois plus a J28 et 3 fois plus & J49 (Figure 25).

Au niveau de I'iléon proximal, les poulets du lot Probiotique ont un volume de
villosité 3 fois plus grands que celui mesuré chez les témoins & J10 et a J28:
augmentations trés significatives (P<0,001) de l'ordre de +183% et de +240%
respectivement. De la méme maniere, & J49, le volume des villosités iléales au niveau
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proximal est significativement plus élevé chez les animaux supplémentés comparés aux

témoins mais avec une moindre amplitude : +40%(P>0,05) (Figure 26).

Enfin, au niveau de I'iléon distal, le volume moyen des villosités intestinales

enregistré au 10°™ et au 28°™ jour d’ &ge est significativement plus grand chez les animatix

recevant le probiotique comparés aux témoins: +170% a J10 et +225% a J28 (P<0,0001).

Cette augmentation significative de volume est aussi retrouvée, a |’ age de 49 jours, mais

avec une plus faible amplitude : +54% ; P<0,01 (Figure 27).

Tableau 22. Volumes (mm®) des villosités intestinales, mesurés a I’age de 10, 28 et 49 jours, au

niveau des portions proximales et distales du duodénum et de I’iléon, chez les poulets recevant un

aliment standard (lot « Témoin ») ou un aiment supplémenté en Pediococcus acidilactici (lot

« Probiotique ») (Moyennes ; n=12).

Lot Lot ANOVA
Témoin Probiotique SEMS (p=)
Volume des villosités intestinal es (mm°)
Au niveau du duodénum proximal
aJio 0,010 0,032 0,002
aJ2s 0,018 0,066 0,003
aJ49 0,032 0,084 0,004
Au niveau du duodénum distal
aJi0 0,009 0,022 0,002
aJ2s8 0,021 0,127 0,014 *%
aJ9 0,030 0,098 0,006
Au niveau de|’iléon proximal
aJi0 0,006 0,017 0,001
aJz28 0,015 0,051 0,003
aJ49 0,052 0,073 0,006 %
Au niveau de I'iléon distal
aJi0 0,007 0,019 0,001
aJ28 0,012 0,039 0,002
a9 0,046 0,071 0,004 *

8 SEM : Erreur Standard Moyenne. ** P<0,01, *** P<0,001.
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Figure 24. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur le

volume des villosités du duodénum proximal (mm®) du poulet de chair &’ age de 10, 28 et 49 jours

(Moyennes £ SE ; n=12 ; *** P<(,001).
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Figure 25. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur le

volume des villosités du duodénum distal (mm®) du poulet de chair & 1’age de 10, 28 et 49 jours
(Moyennes + SE ; n=12 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001).
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Figure 26. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur le
volume des villosités de I’iléon proximal (mm?®) du poulet de chair &I’ age de 10, 28 et 49 jours
(Moyennes+ SE ; n=12 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001).
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Figure 27. Effet de la supplémentation alimentaire en probiotique Pediococcus acidilactici sur le
volume des villosités de I'iléon distal (mm®) du poulet de chair a I’dge de 10, 28 et 49 jours
(Moyennes+ SE ; n=12 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001).
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otre objectif, dans cet essai, était d’'évaluer, dans nos conditions locales

d élevage avicole, I'intérét de la complémentation alimentaire en probiotique en

tant qu’aternative a I'utilisation des antibiotiques, facteurs de croissance
désormais interdits. Nous avons mesuré, plus précisément, I'impact de I’addition de
Pediococcus acidilactici sur les performances de croissance, la mortalité, le rendement de
carcasse, certains parametres sanguins, la morphomeétrie intestinale et I’ accroissement de la
flore lactobacillaire digestive du poulet de chair, au cours d' un cycle complet de croissance
(49 jours).

Supplémentation alimentaire en P. acidilactici chezle poulet ...
... Aspects méthodologiques

Dansnotre éude, I’ incorporation de Pediococcus acidilactici est effectuée chez le poulet
de chair, du premier jour d’ éevage (JO) jusqu’ & I’ abattage (J49), & la dose de 10°UFC/g
d’ aliment. Cette dose est celle usuellement testée dans différentes études étrangéres
(AWAAD et al., 2001, AWAAD et al., 2002, VITTORIO et al., 2005 ; AWAAD et al.,
2006) ou locales (SAIS, 2004 ; CHAFAI, 2006) et correspond a la dose recommandée
par le fabricant.

Nous avons choid de démarrer la supplémentation en probiotique dés le premier jour d'ége car a
ce moment le tube digedtif des poussins est encore géile Ced vise une colonisation dirigée du
tube digestif des poussins nouvellement éclos, avec des souches probiotiques a fort
pouvoir inhibiteur, plutdt que de laisser sinstaller naturellement une flore lactique
quel conque apportée par I'environnement, d autant plus que I’implantation de cette derniére
est tardive (& partir du 5°™ jour). Par ailleurs, I'installation de la population de lactobacilles
permettrait d’ orienter la mise en place ultérieure des autres populations microbiennes (par
acidification du milieu, effet barriere vis-a-vis des germes indésirables...).

L’ effectif de poulet utilisé pour cet (8 répétitions par traitement soit 480
sujets/lot) nous semble correct pour estimer I'impact du probiotique sur les performances de
croissance et la mortalité. Les études disponibles utilisent soit un nombre comparable de
répétitions (BOURENNAE et NAAMANE, 2007) ou bien plus élevé (15 répétitions pour un
effectif global de 1800 poulets; SAIS, 2004). D’ autres essais sont effectués en conditions
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terrain sans répétitions : deux béatiments séparés avec des effectifs plus importants (8000
animaux par lot) (CHAFALI, 2006).

Supplémentation alimentaire en P. acidilactici chezle poulet ...
... Croissance pondérale similaire

Dans nos conditions expérimentales, I'gout de P. acidilactici a la ration des
poulets n’a pas significativement modifié la croissance des animaux, puisque au fina, les
poids vifs enregistrés a la fin de I'essai étaient quasi identiques entre les deux lots
expérimentaux (variation de 1%).

L’ absence de I'effet de I’ addition du probiotique sur le poids fina du poulet a é&é
rapportée par JOHRI et al. (2004). L’étude de SAIS (2004) réalisée dans les mémes
conditions expérimentales (ITELV de Baba-Ali) et avec la méme souche de probiotique
indique aussi une variation du gain de poids cumulé de 12% au profit des sujets
supplémentés, sans pour autant étre significative.

Par ailleurs, I'analyse de la bibliographie ne révéle pas non plus d effet
améliorateur de la croissance des poulets apres emploi de P. acidilactici avec d autres
bactéries probiotiques. Ainsi, les associations P. acidilactici, Saccharomyces cerevisiae
(LEE et al., 2006) ains que Lactobacillus reuteri, Pediococcus acidilactici, Enterococcus
faecium, Bifidobacterium animalis, Lactobacillus salivarius (MOUNTZOURIS et al.,
2007) n"augmentent pas significativement la croissance des animaux.

D’ autres études rapportent pourtant un effet positif des probiotiques sur la croissance
des poulets. Aing, I'administration d’ Enterococcus faecium M-74 a des poulets de chair
améliore la croissance d'environ 11% a I’&ge de 42 jours (KRALIK et al., 2004). De
méme, BOURENANE et NAMANE (2007) ont constaté une amélioration significative du
gain de poids des poulets supplémentés en probiotique associant Bacillus subtilus et B.
lichenmiformis par rapport aux témoins (essai au niveau de la station expérimentale de
I"I'TELV de Baba-ali).

Concernant |I’addition du probiotique P. acidilactici a la ration, plusieurs études
révélent une amélioration significative de la croissance des poul ets supplémentés (JIN et
al., 1998; SIMON et al., 2001; AWAAD, 2001 ; VITTORIO et al., 2005; CHAFAI,
2006).

67



Discussion

Ainsi, dans I’expérimentation de CHAFAI (2006), I’ utilisation du P. acidilactici
comme probiotique a augmenté significativement le poids vif en fin d élevage (+8%
environ a 56jours d’' &ge en comparaison avec les témoins). Une amélioration comparable
du poids (+7,5% a J49) avait éé aussi soulignée par AWAAD (2001). En revanche, une
moindre amélioration du poids des poulets supplémentés (+3% a J35) est trouvée par
SAVOINI et al. (2004).

Finalement, face a la supplémentation en probiotique, I’amplitude des réponses reste
variable selon les essais. Ceci pourrait s expliquer probablement par la variabilité des
souches de probiotique testées, par les régimes aimentaires (composition de la ration)
ainsi que la forme de présentation de I'aiment (farineuse ou granulée) et les animaux
utilisés dans les différentes études.

Supplémentation alimentaire en P. acidilactici chezle poulet ...
... Ingéré alimentaire global réduit

Dans nos conditions expérimentales, I'gout du probiotique P. acidilactici a
permis de réduire significativement la quantité d aiment ingérée sur tout le cycle de
I’ élevage (-4% ; P<0,001). Notons que cette baisse de consommation alimentaire chez les
poulets supplémentés semble augmenter avec |I'ége et probablement en relation avec le
type de I’aliment: pas de variation entre J1 et J10, - 3% (P<0,05) entre J10 et J42 et -7%
(P=0,06) entre J42 et J49.

Comme pour la croissance, I'impact de I'addition de P. acidilactici sur la
consommation d'aiment varie selon les éudes. Ains, une diminution de I'ingéré
alimentaire comparable a la nétre a été rapportée par JN et al. (1998) et SIMON et al.
(2001). En revanche, les études de SAIS (2004) et de CHAFAI (2006), testant le méme
probiotique, ne rapportent pas de différence significative entre I'ingéré des poulets
supplémentés et celui des témoins. Elles indiqueraient méme une Iégére augmentation
aprés supplémentation en probiotique dans ces mémes conditions. Cette |égére élévation de
la consommation est aussi signalée par BOURENANE et NAMANE (2007) chez des

poulets recevant une préparation a base de B. subtilis et B. lichenmiformis.

Nous pouvons supposer que la diminution de I'ingéré des poul ets supplémentés en
probiotique est en relation avec une meilleure utilisation métabolique de I'aiment. En
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effet, LARBIER (1997), rapporte une augmentation de I’ énergie métabolisable d’ environ
3,5% en faveur le I’ aiment complémenté en Pediococcus acidilactici.

Supplémentation alimentaire en P. acidilactici chezle poulet ...
... Meilleure efficacité de transformation de I’ aliment

Dans la présente étude, |’ apport de probiotique a significativement réduit les indices
de conversion et de consommation cumulés des poulets: diminution moyenne de 3%
(P<0,05) par rapport aux témoins. De tels résultats sont aussi rapportés par d’ autres auteurs
(JIN et al., 1998; SIMON et al., 2001 ; SAIS, 2004 ; VITTORIO e al., 2005 ; CHAFAI,
2006 ; BOURENANE et NAMANE, 2007). Par contre, aucun effet positif des bactéries
lactiques sur les indices de conversion alimentaire n’a été signalé dans les essais de
KAHRAMAN et al. (2000), JOHRI (2004) et MOUNTZOURIS et al. (2006).

Dans nos conditions, I’améioration significative de I'indice de consommation est
liée a la |égere baisse de I'ingéré (-4% environ) puisque la croissance est trés peu modifiée
dans ces mémes conditions. Ceci traduit une meilleure efficacité de transformation de I’ aliment
correspondant a une meilleure utilisation digestive sirement en rapport avec I’ action de ce
probiotique sur laflore (VITTORIO et al., 2005).

Supplémentation en P. acidilactici & mortalité du poulet ...

... Méeilleure survie

Dans notre essai, les taux de mortalité mesurés chez les deux lots sont représentatifs
des résultats habituellement obtenus chez la méme souche ISA, éevée dans les mémes
conditions a la Station de Baba Ali (ITELV, 2002 ; BENTOUMI, 2004). Ceci traduit des
conditions d’ élevages optimales. Néanmoins, il est intéressant de signaler, que dans nos
conditions, la mortalité recensée chez les poulets supplémentés en probiotique a été réduite de
40% par rapport aux témoins.

Cette meilleure survie des poulets supplémentés en P. acidilactici est également
rapportée dans d’autres études (JIN et al., 1998; JOHRI, 2004; RAMIREZ et al.,
2005). PELICANO et al. (2004), mentionnent aussi que |'administration d’'une autre
souche de lactobacille (Bacillus subtilis) réduit le taux de mortalité des poulets durant
toute la période d élevage. De méme, SIWIKI et al. (2005) ont démontré que la
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consommation d'aliment contenant un mélange de probiotiques (Lactobacillus salivarius
AWH, L. acidophilus BS L. helveticus b9, Bifidobacterium longum ICUJ et B. animalis 30)
réduit significativement le taux de mortalité des poulets par comparaison a un lot témoin.

Par contre, VITTORIO et al. (2005) trouvent des taux de mortalité comparables
entre les poulets témoins et ceux nourris avec un aliment supplémenté en probiotique : 2,7% vs
2,8%. Il en est de méme pour les études de SAIS (2004), CHAFAI (2006) et
BOURENANE et NAMANE (2007). Le role favorable sur I’ état sanitaire de I’ héte induit
par |'addition des bactéries lactiques dans I'diment serait du a I’exclusion compétitive, la
synthése d' acide lactique entrainant la baisse du pH ou encore la stimulation de I'immunité
locale ou systémique (VITTORIO et al., 2005).

Supplémentation en P. acidilactici chezle poulet ...

... Rendement de carcasse identique

Nos résultats ne révélent aucune variation significative des composantes de la
carcasse des poulets supplémentés en probiotique P. acidilactici comparativement a ceux
recevant un aliment classique. De maniére similaire, il 'y apas d effet significatif sur la
qualité des carcasses des poulets supplémentés avec d'autres probiotiques, a savoir :
Enterococcus faecium cenelle 68 (ARSLAN et al., 2004) et I'association de Bacillus
subtilis + Bacillus licheniformis (PELICANO et al, 2003).

En revanche, d autres éudes mentionnent un effet positif des bactéries lactiques
probiotiques sur le rendement de carcasse. Ainsi, selon CHAFAI (2006), les rendements
de carcasse des poulets, abattus a 56 jours d’'age, sont nettement supérieurs chez les poulets
ayant consomme des régimes avec P. acidilactici: +9% (P<0,001) par rapport aux témoins.
Mais, dans ces mémes conditions, les proportions de gras abdomina ains que les poids des
abats (foie, rate, coaur, proventricule, gésier et intestins) ne sont pas significativement
modifiés. KALAVATHY et al. (2003), montrent que la supplémentation en probiotique a
base de Lactobacillus réduit significativement la teneur en graisse abdominae a partir de
28 jours d’' &ge. De méme, selon, PEDROSO et al. (2003), I'incorporation d’ un mélange
constitué d’ une souche de Lactobacillus associé avec une souche de Bacillus subtilis dans
I’alimentation du poulet influence positivement et significativement les poids du coaur, du
foie, du gésier et de I’intestin des poulets abattus a J21 et a J42.
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Cette disparité des résultats entre les études est surement liée aux conditions
expérimentales spécifiques de chaque essai (souche et doses de probiotique administré,
type d' élevage, alimentation et animaux utilises et &ge d’ abattage).

Supplémentation en P. acidilactici chezle poulet ...

... Marqueurs plasmatiques du métabolisme lipidique différents

Dans la présente éude, nous avons exploré I'impact de la supplémentation en
probiotique sur quelques parametres biochimiques sanguins, a savoir : le cholestérol, les
triglycérides et les lipides totaux. Ces mesures sont souvent utilisées avec d'autres
parametres (teneurs plasmatiques en glucose, protéines totales, urée, créatinine) pour
évaluer le statut nutritionnel du poulet. Pour des raisons techniques, seuls les marqueurs
du métabolisme lipidique ont pu étre évalués dans notre essai.

Ces dosages ont été réalisés sur un effectif représentatif de chague lot (mesures
individuelles sur 12 poulets par lot) et ce a deux ages différents: a J28 qui correspond au
milieu de la phase de croissance et a J49 correspondant a |’ &ge d’ abattage.

Globalement, I’ensemble des concentrations plasmatiques mesurées dans nos
conditions se trouvent dans des plages de valeurs comparables a celles dga rapportées dans
d autres essais sur poulet (MOHAN et al., 1996 ; KALAVATHY et al., 2003 ; CHAFAI,
2006).

Tout d’abord, la comparaison des résultats obtenus chez les poulets supplémentés
en Pediococcus acidilactici avec ceux du lot témoin, laisse apparditre des différences trés
significatives (P<0,001) de la cholestérolémie alafois a J28 et a J49 avec une baisse de -
32% et de -14% respectivement par rapport aux témoins.

De tels résultats ont été indiqués suite a I’emploi de la méme souche
bactérienne (P. acidilactici) par AWAAD et al. (2001) et CHAFAI (2006) ou bien avec
d autres souches de lactobacilles (JN et al., 1998 ; KALAVATHY et al., 2003).
Ainsi, I'usage d autres probiotiques, Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus
casel, a permis d' abaisser le taux du cholestérol sanguin (-27% par rapport aux témoins;
MOHAN et al., 1996). ABDOLLAHI et al. (2003) signaent aussi que la supplémentation
dimentaire a base de B. licheniformis et B.subtilis induit un effet dépressif sur la
cholestérolémie du poulet de chair.
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En revanche, KANASHIRO et al (2001) ont montré dans leur expérience que
['addition d'un probiotique composé d’ un mélange de différentes souches (Lactobacillus
S, bacillus sp, Enterococcus faecium M-74 et Rhodopseudomonas) n'affectent pas le taux
de cholestérol des poulets durant toutes les phases d'élevage. Cette observation fut auss
constatée par DJOUVINOV et al. (2005) en utilisant un mélange composé de
Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium et Lactobacillus.

Par ailleurs, dans nos conditions expérimentales, les teneurs plasmatiques en
triglycérides obtenues chez les sujets supplémentés en probiotique sont nettement plus
faibles que celles mesurées chez les témoins : baisses trés significatives (P<0,0001) a J28
(-38%) et a A9 (-48%). Ceci concorde pleinement avec les données obtenues avec la méme
souche de probiotique (CHAFAI, 2006) ou avec dautres souches de lactobacilles
(KALAVATHY et al., 2003).

Enfin, & notre connaissance, il n'y a pas de données relatives a I’influence de la
supplémentation en probiotique sur la concentration plasmatique en lipides totaux. Mais
dans notre essai, nous trouvons que ces teneurs sont nettement réduites (P<0,001) aprés
supplémentation en P. acidilactici: -15% a I’a&ge de 28] et -35% a la fin de I'essai,

comparativement aux témoins.

Au vu de tous ces résultats, la supplémentation en P. acidilactici semble influer
sur les processus d utilisation métabolique des lipides. Ceci pourrait sexpliquer, entre
autres, par la propriété hypocholestérolémiante que posséderaient les bactéries lactiques
(CHAFAL, 2006). En effet, celles-ci induisent une inhibition de la synthése hépatique du
cholestérol (SANDERS, 2000; MERCENIER et al., 2002; PAREIRA et al., 2003;
PSOMASet al., 2003 ; LIM et al., 2004 ; HONGBAO, 2004).

Supplémentation en P. acidilactici chezle poulet ...
... Enrichissement dela flore lactobacillaire duodénale

La flore lactobacillaire, majoritaire au niveau de I'intestin des poulets, est dotée
d'un important pouvoir dimplantation sur |'épithélium de la muqueuse intestinale
(CHAFAI, 2006 ; APPAJALATHI, 2005).

Dans nos conditions expérimentales (dilution de la solution mére & 107),
le dénombrement des lactobacilles a permis de mettre en évidence une augmentation
significative de la flore lactobacillaire mesurée au niveau des portions duodénales a J10,
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J28, et J49 respectivement chez les poulets recevant le probiotique (P=<0,05). Cet
enrichissement de la flore de Lactobacilles n’ est pas retrouvé au niveau iléal et caecal.

Des résultats similaires ont été rapportés par EDENS et al. (1997) et JIN et al.

(1998) en utilisant des probiotiques a base de Lactobacillus spp.

Néanmoins, VITTORIO et al. (2005) ont démontré un accroissement des
Lactobacilles au niveau de la flore du caecum avec la méme souche de probiotique que
celle utilisée dans notre essai.

L’addition d'un mélange de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus case,
Bifidobacterium bifidum et Enterococcus faecium, a sensiblement augmenté la population
des Lactobacillus dans I’iléon a2 J14 (SMIRNQV et al., 2005).

Par ailleurs, I’addition de Pediococcus acidilactici avec d autres bactéries telles
que: Lactobacillus, Bifidobacterium et Enterococcus a augmenté la population des
Lactobacilles dans I'iléon et les ceaca d'une maniére significative chez ces poulets
comparativement aux poulets témoins (MOUNTZOURI et al., 2007).

TEO et TAN (2007) ont remarqué une augmentation de flore lactobacille au
niveau de I'intestin (duodénum, iléon et ceacum) chez des poulets ayant consommeé un

probiotique Bacillus subtilis &21 jours d’ &ge.

L’ addition de Pediococcus acidilactici dans la ration alimentaire des poulets a créé
un milieu favorable en produisant de I’ acide lactique (chute de pH) permettant ensuite un
accroissement de la population de Lactobacilles, ce qui permet I” enrichissement naturel du
milieu qui sera défavorable ala croissance des germes pathogénes et ceci probablement par
exclusion compétitive (FULLER 1989 ; GUILLOT, 1994 ; JIN et al., 1998a; PASCUAL et
al.,, 1999; VITTORIO et al.,2005; AWAAD et al.,, 2005; APPAJALATHI, 2005;
AHMAD, 2006).

Supplémentation en P. acidilactici chezle poulet ...
...Surfaces d’absorption intestinale supérieures

Nos données montrent, qu’ en plus d’'une augmentation de la longueur totale de
I’intestin, I’ addition de probiotique dans I’aiment a induit une nette amélioration de la
hauteur et du volume des villosités intestinales et ce, au niveau de tous les compartiments
deI'intestin et aux trois ages étudiés.
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Des résultats similaires sont rapportés également dans plusieurs études réalisées
avec le méme probiotique que le nétre (AWAAD et al., 2006) ou bien avec d' autres
probiotiques ou mélange de probiotiques, a savoir: Lactobacillus reutei (mesures a 21 jours
d &ge ; EDENS et al. 1997) ; Bacillus subtilis ou un mélange de Lactobacillus acidophilus
et L.casei (mesures a 21 jours d'&ge, au niveau iléal ; PELICANO et al., 2005) ;
Enterococcus faecium (SAMLI et al. , 2007). En revanche, PELICANO et a. (2003)

n’ observent aucune différence au niveau des villosités intestinal es.

Dans nos conditions expérimentales, I’augmentation de la taille et du volume des
villosités intestinales concorde avec I'accroissement de |’ efficacité de transformation
alimentaire signant une meilleure valorisation digestive de I’aliment. Les mécanismes

physiologiques impliqués méritent d’ étre approfondis.
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otre a permis de préciser, dans nos conditions locdes, I'impact de la

supplémentation aimentaire en probiotique (Pediococcus acidalactici) sur les

performances zootechniques, e rendement de carcasse, quel ques paramétres sanguins,
I’ évolution de laflore lactobecillaire digestive et I histométrie intestinale du poulet de chair.

Dans nos conditions expérimentales, la supplémentation en probiotique n’'a pas augmenté
significativement la croissance des poulets mais alégerement réduit la consommation alimentaire,
induisant ains une nette améioration de I'indice de consommation qui traduit une meilleure

efficacité de transformation aimentaire.

Par alleurs, aucune améioration des rendements de carcasse des poulets n’'a éé constatée
suite &l’incorporation de P. acidilactici dans!’diment. En revanche, |’ apport de probiotique dans

I’adiment a permis de réduire de moitié les taux de mortalité recenses durant tout |’ @evage.

L’améioration de I'utilisation digestive des aiments chez les poulets supplémentés est
probablement liée a I'augmentation, dans ces mémes conditions, de la longueur totale des
intestins, de la hauteur et du volume des villosités au niveau duodénal et ilédl.

Enfin, la supplémentation en probiotique a permis d enrichir la flore de lactobacilles
dénombrée au niveau du duodénum et a réduit en paraléle les taux circulants des principaux
marqueurs plasmatiques du métabolisme lipidique (Cholestérol, TG et Lipides totaux).

Les réaultats de la présente étude semblent intéressants. Notons tout de méme que nos
conditions d' élevages é&aient optimales d’ un point de vue sanitaire, ce qui n’ est pas toujours le cas
dans les élevages agériens. Nous pouvons aors supposer que cette supplémentation aurait donné
des résultats supérieurs dans les conditions d’ élevage du terrain.

L’ usage des probiotiques en production aviaire est encore a ses débuts. 1l est nécessaire de
poursuivre les éudes sur les mécanismes d' action de ces additifs afin de comprendre pourquoi les
résultatsin vivo sont variables.

Des éudes ultérieures devraient en outre préciser I'impact de I’gout du probiotique sur
I’ état sanitaire des poulets et approfondir la connaissance sur le pédiocoque ou d'autre souches
probiotique pour en élucider le rble sur les mécanismes physiologiques et métaboliques du poul et
de chair.
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Fiche technique de la bactérie probiotique Pediococcus acidilactici utilisée dans |’ essai

Fiche de spécification hod

BACTOCELL

LE RENFORCEMENT DE I'ECOSYSTEMI
DES VOLAILLES ¢

BACTOCELL" est un concentré de ferment
lactique développé spécifiquement pour la
nutrition et la santé des monogastriques.

La souche de ferment lactique (Pediococcus
acidilactici MA18/5M) a été sélectionnée pour
ses propriétés spécifiques:

* Production d’acide lactique L+,

* Régulation des écosystémes microbiens (flore
intestinale, aliment liquide, déjections),

* Robustesse et stabilité.

GARANTIES

CARACTERISTIQUES PHYSIQUES

ASPECT :
* Poudre fine de couleur blanche
TECHNOLOGIE :

* Bactocell™ est proposé sous deux formes technolo-
giques particulirement bien adaptées aux pratiques
courantes d'aliment du bétail:

* Bactocell®, forme hyper-concentrée pour prémélange
et aliment sous forme farine,

+ Bactocell® ME, forme Micro-Encapsulée formulation
pour prémélange et aliments sous forme granulée.

APPLICATION :

+ BACTOCELL™ a été formulé pour assurer une parfaite
coulabilité dans les systemes de transfert (silos...) et
une dispersion homogéne dans les prémélanges et les
aliments.

* BACTOCELL® est compatible avec la plupart des
ingrédients et additifs utilisés Union Européenne dans
les rations alimentaires pour monogastriques.

SOUCHE DE BACTERIE LACTIQUE :

* Espéce Pediococcus acidilactici enregistrée a la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM,
Institut Pasteur, Paris) sous le numéro MA 18/5 M. (N° Union Européenne : 9)

BACTOCELL BACTOCELL ME
CONCENTRATION MA 18/5M (ufc*/qg) 1.0 x 109 1.0 x 10°
CONSERVATION** 12 mois 12 mois
* unité formant colonie. ** conservé en embaliage fermé, stocké dans un endroit frais et sec.
DOSES D'UTILISATION (dans I'aliment)
* VOLAILLE BACTOCELL BACTOCELL ME

gftonne ufc*/kg g/tonne ufc'/kg

« POULET (démarrage/croissance/finition)*  de 100 ga500g 1-5x10° de 100 g3 500 g 1-5 x 10°
* PONDEUSE*** 100 g 1x10? 100g 1 x 10°
« DINDE*** 100 g 1x 10° 100 g 1x 10°
= AUTRES VOLAILLES*** 100 g 1x 10° 100g 1x10°

"Autorisé dans de nombreux pays (USA...) mais pas sous la légisiation additif européen

METHODES D’ANALYSE

Comptage de cellules vivantes par dilution décimale dans milieu M.R S. agar incubées a 37°C.
Normes NF V 08-010 et NF V 08-100. [dentification génétique : électrophorése en champ pulsé.

SECURITE D'EMPLOI

De part ses composants, BACTOCELL™ est sans toxicité. Il ne laisse aucun résidu et ne nécessite aucune période de retrait.

PRESENTATION

Pour le Bactocell et Bactocell ME: Caisse outre de 20 kg avec sache aluminisée. Bactocell est aussi disponible en

carton de 5kg contenant 10 boites PE de 500 g.
€ Autorisation Européenne pour I'aliment des poulets.

AL

www.lallemand.com
animal@Iallemand.com

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION
19, rue des Briquetiers - BP 59
31702 Blagnac Cedex - FRANCE
Tel.: +(33) 5-62-74-55-55

Fax: +(33) 5-62-74-55-00
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Fiche technique du Kit de dosage des triglycérides plasmatiques utilisé dans I’ essai

L’

> — 8 77—7*"‘-—\
(_SPINREACT )

triglycerides

GPO - PAP

Enzymatic-colorimetric test (GPO-PAP).
Store at 2-8°C. For in vitro diagnostic use only.

PRINCIPLE

The triglycerides are enzimatically hidrolized to glycerol
and free fatty acids. The glycerol liberated reacts with
Glycerol Kinaseand Glycerol-3-Phosphate Oxidase
yielding H,0,. The H,0, concentration is determined
throught the Trinder's reaction.

Triglycerides +H,0 - Lbelycerol + fatty acids.

GK

Glycerol + ATP — > Glycerol-3-phosphate + ADP

Glycerol-3-P + O, o Dihydroxyacetone-P + H,O,

H,O, + 4-AP + p~chlorophenol—m ~>quinoneimine+ H,0

REAGENTS
Reagent 1 | GOOD Buffer pH 7.5 50 mmol/L
p-chlorophenol 2 mmol/L ‘
Reagent2 | Lipoproteinlipase 150000 UL |
Glycerol Kinase 500U/l |
Glycerol-P-oxidase 2500 U/L
Peroxidase 440 U/L
4-Aminophenazone 0.1 mmol/L
ATP 0.1 mmoi/L ‘
Standard Triglycerides 200 mg/dL

PREPARATION AND STABILITY

Ref: 1001310 Dissolve one vial of R.2 with 10 mL of the
Buffer R.1.

Ref: 1001311, 1001312, 1001313 and 1001314. Dissolve
the contents of one bottle R.2 to the contents of one bottle
Buffer reagent R.1.

This working reagent is stable 6 weeks at 2-8°C or 1 week
at room temperature.

SAMPLE
Serum, heparin and EDTA-plasma
The Triglycerides in serum are stable 3 days at 2-8°C.

PROCEDURE
I Brank Slancg'd“ ‘ LSam'pIei
I Standard ‘ - - o 10 uL ‘ _H_ o .!
| Sample - : - 10 uL
T Working
| reagent 1.0 mL J 1.0 mL 1.0mL

Mix, incubate 5 min at 37°C or 10 min atroom temperature.
| Measure the extintion at 505 nm (490-550) against

Blank.

The colour is stable for 30 min.

Calculation

E. sample

x standard conc = sample conc
E. standard

mg/dL x 0.0113 = mmol/L
Standard conc. = 200 mg/dL

Linearity

This method is linear up to 1000 mg/dL (11.3 mmol/L)
Ifthe triglycerides concentration is greater than 1000 mg/dL
dilute the sample 1:2 with saline solution and repeat the
determination and multiply the resuit by 2.

REFERENCEVALUES
| Suspected above : 150 mg/dL (1.7 mmol/ll) |
| Increased above : 200 mg/dL  (2.26 mmollL) |

Bibliography
Young, D. Pestaner, L. Clin. Chem. 21, 5 (1975)
Printer, J. Hayashi, J. Arch. Biochem Biophy 121, 404 (1966)

QUALITY CONTROL
SPINTROL. Normal and pathological.

PRESENTATION
Ref: 1001310 5x 10 mL
Ref: 1001311 10 x 20 mL
Ref: 1001312 10 x 50 mL
Ref: 1001313 4x125 mL
Ref: 1001314 4 x 250 mL

Ed. 2002

SPINREACT,S.A. Ctra, Santa Coloma, 7 E-17176 SANT ESTEVE DE BAS (Gi) Esparia Tel. +34 972 690800 Fax. +34 972690099
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SPINREACT

Fiche technique du Kit de dosage du cholestérol plasmatique utilisé dans |’ essai

CHOLESTEROL

Ce

Cholesterol
CHOD-PQOD. Enzymatic colorimetric

Quantitative determination of cholesterol
IVD

Store at 2-8°C

PRINCIPLE OF THE METHOD
The cholesterol present in the sample originates a coloured complex,
according to the following reaction:

Cholesterol esters + H,0—CHE _; Cholesterol + fatty acids

Cholesterol + 0, —HEE_, 4.Chol a+HO,

2 H,0,+ Phenol + 4-Aminophenazone —-<2—s Quinonimine + 4H,0
The intensity of the color fon'necl is proportional to the cholesterol
concentration in the sample’?.

CLINICAL SIGNIFICANCE

Cholesterol is a fat-like substance that is found in all body cells. The
liver makes all of the cholesterol the body needs to form cell
membranes and to make certain hormones.

The determination of serum cholesterol is one of the important tools in
the diagnosis an classification of lipemia. ngh blood cholesterol is
ane of the major risk factors for heart disease®

Clinical diagnosis should not be made on a singie test result; it should
integrate clinical and other laboratory data.

REAGENTS
R1 PIPES pH 6.9 80 mmoliL
Buffer Phenol 26 mmol/lL
Cholesterol esterase (CHE) 300 UL
R2 Cholesterol oxidase (CHOD) 300 UL
Enzymes Peroxidase (POD) 1250 UL
4 — Aminoph e (4-AP) 0.4 mmol/L
Cholesterol aqueous primary standard
CHOLESTEROL CAL | 200 mgidL i
PREPARATION

Working reagent (WR): Dissolve (— ) the contents of one vial R 2
Enzymes in one bottle of R 1 Buffer.

Cap and mix gently to dissolve contents.

(WR) is stable: 4 months at 2-8°C or 40 days at 15-25°C.

Avoid direct sunlight.

STORAGE AND STABILITY

All the components of the kit are stable until the expiration date on the
label when stored tightly closed at 2-8°C, protected from light and
contaminations prevented during their use.

Do not use reagents over the expiration date.

CHOLESTEROL CAL Once open is stable up to 1 month when
stored tightly closed at 2-8°C, protected from light and contaminations
prevented during their use.

Signs of reagent deterioration:

- Presence of particles and turbidity.

- Blank absorbance (A) at 505 nm 2 0.1.

ADDITIONAL EQUIPMENT

- Spectrophotometer or colorimeter measuring at 505 nm (500-550).
- Matched cuvettes 1.0 cm light path.

- General laboratory equipment.

SAMPLES
Serum or plasma'®: Stability of the sample for 7 days at 2-8°C or
freezing at —=20°C will keep samples stable for a few months.

4. Mix and incubate for 5 min. at 37°C or 10 min. at room temperature.
5. Read the absorbance (A) of the samples and Standard, against the
Blank. The colour is stable for at least 60 minutes.

CALCULATIONS

m%’:d X 200 (Standard conc.) = mgldL cholesterol in the sample

Conversion factor: mg/dL x 0.0258= mmol/L.

QUALITY CONTROL

Control sera are recommended to monitor the performance of assay
procedures: SPINTROL H Normal and Pathologic (Ref. 1002120 and
1002210).

If control values are found outside the defined range, check the instrument,
reagents and calibrator for problems.

Each laboratory should establish its own Quality Control scheme and
corrective actions if controls do not meet the acceptable tolerances.

REFERENCE VALUES

Risk evaluation®®:
Less than 200 mg/dL Normal
200-239 mg/dL Borderline
240 mg/dL and above High

These values are for orientation purpose; each laboratory should establish
its own reference range.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Measuring range: From detection limit of 0,6 mg/dL to linearity limit of 600
mg/dL.

If the results obtained were greater than linearity limit, dilute the sample 1/2
with NaCl 9 g/L and multiply the result by 2.

Precision:
Intra-assay (n=20) | | Inter-assay (n=20)
| Mean (ma/dL) | 90.1 | 305 | 90.4 301
SD 0.64 3.30 1.12 2.30
CV (%) 0.71 1.08 1.24 0.76

Sensitivity: 1 mg/dL = 0.002 A.

Accuracy. Results obtained using SPINREACT reagents (y) did not show
systematic differences when compared with other commercial reagents (x).
The results obtained using 50 samples were the following:

Correlation coefficient (r): 0.995.

Regression equation: y= 1.004x — 0.931

The results of the performance characteristics depend on the analyzer used.

INTERFERENCES

Hemoglobin up to 5 g/L and bilirubin up to 10 mg/dL, do not interfere'?

A list of drugs and other interfering subslances with cholesterol
determination has been reported by Young et. al™*.

NOTES

1. Calibration with the aqueous Standard may cause a systematic error in
automatic procedures. In these cases, it is recommended to use a
serum Calibrator.

2. Use clean disposable pipette tips for its dispensation.

3, SPINREACT has Instruction sheets for several automatic
analyzers. Instructions for many of them are available on request.
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PROCEDURE System. Clin Chem 1978; 24 (12): 2161-2165.
cond 3. Young DS. Effects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1995.
1. Cvs:‘?g:e ":"m5 505 nm (500-550) 4.  Young DS. Effects of disease on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC 2001.
cWane"g """"""""" 1 cm light path 5.  Burtis A et al. Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 3rd ed AACC 1999.
"""""""""""" 6 Tietz N W et al. Clinical Guide to Laboratory Tests, 3rd ed AACC 1885.
Temperature .. .................. 37°C [15-25°C © ey b
2. Adjust the instrument to zero with distilled water. PACKAGING
3. Pipette into a cuvette: Ref: 1001090 10 x 50 mL
Blank Standard Sample Ref: 1001091 com | 10x20mL
WR (mL) 1.0 1.0 1.0 Ref: 1001092 4 %125 mL
Standard™ "2 (uL) - 10 = Ref: 1001093 4x250 mL
Sample (uL) - - 10
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Schéma expérimental du batiment

Schéma expérimental (Bt Testage).

Racleur
Lot horsessai 18 19 Lot hors essai
Lot hors essai 17 20 Lot hors essai
Lec . nors essai 16 Eitivactenns 21 Lot hors essai |
Exp : . nalyse labo et sans 22 T: Analyse labo et sans
Traitement anticoccidien 15 Traitement anticoccidien
T: Analyse labo et sans Pad Collin 23 Exp : Analyse labo et sans
Traitement anticoccidien 14 | (Humidificateur) | Traitement anticoccidien
Exp Analyse labo et sans Couole 24T: Anayse apo et sans |
Traitement anticoccidien 13 de Traitement anticoccidien
Témoin - 12, 25 - Bactocell
- service i
Bactocell 1 26 Témoin
Témpin ‘ I_Q. Foidtiss gz wuctocell
Bactocell 9 28 Témoin
Témoin 8 29 Bactacell d
Bactocell 7 30 Témoin
Témoin 6 31 Bactocell g
Bactocell - B 32 Témoin
~
Témoin 4 33 Bactocell
Lot hors essai 3 34 Lot hors essai
Lot hors essai 2 35 Lot hors essai ; .
Lot hors'. essai ;Y [gg Lot hors essai ]
Porte coulissante
iferne
d'eau /
- Il 1
Bureau wcC
Porte d"entrée principale
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