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Introduction générale

A D’instar des pays européens, 1’utilisation des antibiotiques comme promoteurs de croissance
est bannie en Algérie. Les raisons qui ont mené a une telle décision sont, entre autres
I’existence de résistances aux antibiotiques, observées chez certaines bactéries, lorsque ces
derniéres sont en contact prolongé avec une faible dose d’antibiotiques, et le transfert possible
de cette résistance & des bactéries qui infectent I’humain. Il y a donc un besoin criant de
trouver des alternatives a 1’utilisation des antibiotiques comme promoteur de croissance. Ces
derniers ont par ailleurs démontré un haut niveau d’efficacité puisque dans une publication
récente, Al-Dobaid et Moussa (2009) rapportent que ’institut Américain de santé animale
estime que I’abolition de 1’usage d’antibiotiques comme facteur de croissance chez les bovins
nécessiterait une augmentation de 23 millions de tétes afin maintenir le niveau de production
obtenu par les pratiques courantes. Pour cette raison, les scientifiques ont évalué d’autres
alternatives de contr6le des populations microbiennes spécifiques, afin de moduler les
fermentations ruminales. La recherche s’est donc tournée vers le développement de nouvelles
perspectives, dont I’utilisation des probiotiques. Ces derniers se définissent comme étant des
microorganismes vivants qui ajoutés a la dicte de ’animal apportent des effets bénéfiques, en
favorisant un meilleur équilibre microbien au niveau ruminal ou intestinal. Les deux types de
microorganismes les plus utilisés en production bovine sont les bactéries et les levures
(Chiquette., 2009c). Il a éteé rapporté que la supplémentation alimentaire en levures vivantes
Saccharomyces cerevisiae améliore la santé et la productivité des ruminants. Contrairement
aux agents anti microbiens, les levures vivantes offrent donc une alternative naturelle a la

manipulation des performances animales.

Les levures vivantes sont les plus fréquemment utilisées en nutrition des ruminants comme
additifs pour accroitre I’efficacité alimentaire et les performances et, dans le méme temps,
prévenir les troubles de santé. Elles sont particulierement utiles chez les ruminants hautement
productifs, dont 1’équilibre de la microflore digestive peut étre altéré par les rations a haute
valeur énergétique. La plupart des travaux portant sur les levures ont été conduits chez les
vaches laitiéres, avec des résultats parfois trés différents d’un essai a 1’autre (Desnoyers et al.,
2008). Le veau de boucherie étant une production a plus faible volume comparée aux
productions des vaches laitiéres, et des monogastriques (porcs, volailles,) peu de données
relatives aux effets de la levure probiotique sur les nouveau-nés ou les pré-ruminants sont

disponibles.
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Introduction générale

En Algérie, des travaux ont été effectué sur les vaches laitiéres (Boudjenah., 2008) et les
ovins mais a notre connaissance, aucun essai n’a porté sur la supplémentation des veaux
nouveau-nes ou des pré-ruminants en levure probiotique. Cela a motivé le choix de notre
¢tude, dont le but est de préciser, dans nos conditions locales, I’impact de la supplémentation
en levure probiotique, Saccharomyces cerevisiae, sur la croissance et le statut sanitaire des

veaux.

Dans le travail qui suit, nous aborderons, dans une premiére partie bibliographique, les
différents modes d’action des levures probiotiques sur 1’écosystéme du rumen, et leurs effets
sur les performances animales en insistant sur la levure vivante Saccharomyces cerevisiae,
objet de notre travail expérimental. La seconde partie de ce mémoire sera consacrée a notre
expérimentation menée dans une station d’élevage locale. Nous y étudieront I’effet de la
supplémentation en S. cerevisiae sur les parameétres zootechniques, le profil métabolique et le
statut immunitaire des veaux. Les méthodologies et protocoles utilisés seront d’abord
globalement décrits, puis les résultats seront présentés et discutés. Enfin, la conclusion

génerale et les perspectives qui en découlent seront présentées.
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Etude bibliographique
I. GENERALITES SUR LES PROBIOTIQUES

I.1. Historique

La définition du mot probiotique, qui signifie en grec « pour la vie », a connu plusieurs
formulations, en fonction de 1’évolution des données scientifiques et des domaines

d’application.

Ce sont les travaux d’Elie Metchnikoff (professeur a I’institut Pasteur, lauréat du prix Nobel
de physiologie et de médecine en 1908) au tout début du XXeéme siccle, qui sont a 1I’origine de
ce concept. Il partit de 1’idée que la longévité de certaines populations provenait de I’habitude
qu’elles avaient d’ingérer des produits laitiers fermentés. Il suggere alors que « la dépendance
des microbes intestinaux vis-a-vis des aliments rend possible 1’adoption de mesures pour
modifier la flore dans nos corps, et remplacer les microbes dangereux par des microbes
utiles » (Metchnikoff 1907 cité par Farineau, 2001). La composition de notre alimentation

peut donc influencer notre santé et notre longévité.

A la méme époque, Henry Tissier, pédiatre francais, observe que les selles des enfants
souffrant de diarrhée contenaient un petit nombre de bactéries caractérisées par une
morphologie particuliére en forme de Y. Ces bactéries « bifides » étaient au contraire
abondantes chez les enfants sains. Selon lui, ces bactéries pourraient étre administrées aux
patients souffrant de diarrhée pour aider a rétablir une flore intestinale saine.

Ce sont Metchnikoff et Tissier qui ont été les premiers a avancer dans leurs travaux des
propositions scientifiques au sujet de 1’utilisation probiotique des bactéries, méme si le mot

« probiotique » n’a été forgé que bien plus tard (Farineau, 2001).

Le terme probiotique fut d’abord introduit, par contraste aux antibiotiques, et utilisé pour
désigner des « substances secrétées par des microorganismes, ou extraites de tissus et qui sont
capables de stimuler la croissance microbiennes » (Lilly et Stillwell, 1965). Une seconde
définition a été proposé par Parker (1974) « organismes et substances qui contribuent a la
balance intestinale » mais celle-ci n’excluaient pas les antibiotiques. La définition la plus
largement acceptée sera finalement celle proposeée par Fuller (1989) et selon laquelle un
probiotique est « un complément nutritionnel microbien vivant, qui a un effet positif sur

I’animal hote en améliorant son équilibre intestinal ». Une définition trés semblable a

3
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également été proposée par Havennar et Huis In’t Veld (1992) « culture viable composee
d’une ou d’un mélange de bactéries qui, lorsqu’elle est appliquée a I’animal ou a I’homme,
exerce un effet bénéfique, en améliorant les propriétés de la flore indigéne » (Salminen,

1999).

La définition du terme probiotique a subi de nombreuses modifications, finalement 1’OMS
(Organisation Mondiale de la Santé) et la FAO (Food and Agriculture Organization) se sont
entendus sur la définition suivante : « les probiotiques sont des microorganismes vivants qui,
lorsqu’ils sont ingérés en quantité suffisante, exercent un effet positif sur la santé de 1’hote »

(OMS/FAO, 2002).

Les observations de Metchnikoff et de Tissier étaient si attrayantes qu’une exploitation
commerciale a immédiatement suivi leurs travaux scientifiques. Malheureusement, les
résultats n’ont pas toujours été positifs et la grande partie des observations étaient
anecdotiques. Le concept probiotique a donc été considéré comme scientifiqguement non
démontreé et n’a guere suscité d’intérét pendant des décennies, mis a part quelques recherches
concernant 1’alimentation des animaux, afin de trouver des substituts sains des anabolisants

(Farineau, 2001).

Toutefois au cours des vingt derniéres années, la recherche dans le domaine probiotique a fait
des progrées considérables, en ce qui concerne la sélection et la caractérisation des cultures
probiotiques spécifiques, et la justification des allégations santé liées a leur consommation.

1.1.1. Evolution de la réglementation

Les probiotiques ont été commercialisés et utilisés dans les fermes & partir des années 1960.
Leur utilisation a été encouragée par le comité SWANN en 1969 qui recommandait de
restreindre 1’'usage des antibiotiques en alimentation animale a la seule fin thérapeutique (leur
utilisation comme « facteur de croissance » étant associée a 1’augmentation des résistances
bactériennes) ; et par la nécessité de faire face aux conséquences d’une production animale
toujours plus intense et stressante pour les animaux ( économie d’échelle, augmentation de la
taille des ¢élevages, concentration des animaux, sevrage précoce,...) . Entre les années 1970 et
1990, les microorganismes probiotiques revendiquaient des propriétés zootechniques,

amélioration du gain de poids, du coefficient de digestibilité, et également des effets sanitaires
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(diminution des diarrhées, de la morbidité, ...). Mais cette période est également marquée par
I’absence de cadre réglementaire, contribuant a réduire la confiance des utilisateurs, et deés de
le début des années 1990, un déclin de 'utilisation des probiotiques sur le marché Européen
est observé. Cette premiére vague d’utilisation des probiotiques en alimentation animale
jusqu’en 1993 a été définie par Bernardeau et Vernoux (2009) comme « la premiere
génération des probiotiques », caractérisée par une efficacité supposée et un cadre
réglementaire peu adapté. L’absence d’efficacité (Simon et al, 2001), de compréhension du
mécanisme d’action et le manque de données scientifiques ont amené les professionnels de la
production animale (vétérinaires, nutritionnistes, éleveurs) a considérer le concept

probiotique avec grand scepticisme (Bernardeau et Vernoux, 2009).

C’est le formidable essor de 1’utilisation des probiotiques en alimentation humaine, et les
avancées scientifiques en matiére d’écologie digestive et d’interactions microbiennes qui
vont relancer 1’utilisation des microorganismes en alimentation animale (Caramia, 2004).
Stimulées egalement par la nécessité de pallier a I’interdiction des antibiotiques comme
facteurs de croissance, décrétée en 2006 en Europe, les études scientifiques sur les
probiotiques sont mieux établies, réalisées en double aveugle, contrdlées, plus fiables, et la
directive Européenne de 1993 remet les microorganismes probiotiques a I’honneur, en les
incluant dans la réglementation de additifs pour 1’alimentation animale. Parallelement, les
productions animales connaissent entre 1980 et 2000, une série de crises qui va remodeler
complétement le paysage réglementaire, aussi bien au niveau institutionnel (création de
I’AFSSA : Agence Francaise de Santé et Sécurité Alimentaire en France en 1998, et de
I’EFSA : European Food Safety Agency au niveau Européen en 2002), que législatif (refonte
compléte de la réglementation de I’utilisation des additifs en alimentation animale — Dir.
70/524/EC et clarification de [I’utilisation des microorganismes comme additifs
Reg.1831/2003/EC). Cette nouvelle réglementation tres rigoureuse exige de la part des
industriels, des données scientifiques et technologiques incluant la démonstration de
I’innocuité des microorganismes (pour I’animal, le travailleur, le consommateur et
I’environnement) et la preuve de leur efficacité en accord avec les revendications

zootechniques et/ou digestives (Mantovani et al, 2006).
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Les trois volets du dossier d’enregistrement Européen appliqués aux probiotiques sont :

> ldentité et qualité: caractéristiques de la souche (taxonomie, métabolisme,

propriétés), processus de fabrication, stabilité du probiotique (seul ou en mélange),

méthode d’analyse ;

Sécurité : pour 1’espéce cible (innocuité & 10 fois la dose recommandée), pour le
manipulateur, le consommateur (absence d’antibiorésistance, génotoxicité,

mutagénicité) et pour I’environnement ;

Efficacité : a démontrer pour I’espéce cible par un minimum de trois études
significatives dans deux lieux différents. Le volet d’efficacité décrit I’espéce cible, les
conditions (age, stade physiologique, type de production), les doses d’utilisation, les

performances revendiquées ainsi que les mécanismes d’action possibles.

Les allégations possibles pour des probiotiques peuvent concerner des effets sur les

performances animales, la production animale, le bien-étre animal ou sur 1’environnement.

La difficulté scientifique, la charge financiere et la complexité des dossiers d’autorisation ont

définitivement mis un terme a I’utilisation abusive et non fondée des probiotiques en

alimentation animale. Apparaissent alors sur le marché, des probiotiques plus sdrs, plus

efficaces et plus transparents que Bernardeau et Vernoux (2009) caractérisent de

« probiotiques de deuxieme génération »

La communauté scientifique s’est accordée sur plusieurs criteres permettant de classer un

microorganisme comme probiotique potentiel. De ce fait pour qu’un microorganisme soit

considéré comme probiotique, il faut qu’il remplisse les critéres suivants (Massias, 2008) :

» Etre inoffensif pour son hote ;

» Etre résistant aux attaques des sucs gastriques, des acides biliaires et des enzymes

pancréatiques ;

» Avoir des effets bénéfiques avérés pour la santé de 1I’hote (compétition avec les

pathogenes, aide au transit, immunmodulation, activité antiallergique,...);
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> Accessoirement présenter des avantages technologiques comme une facilité de
production (stabilité de la souche, production & grande échelle et résistance au

dioxygene).
1.2. Les micro-organismes probiotiques

Les micro-organismes probiotiques utilisés dans les aliments des animaux d’élevage, sont
essentiellement des bactéries Gram® du groupe des bactéries lactiques, et du genre
Lactobacillus, Enterococcus, Pedicoccus et Bacillus. D’autres probiotiques sont des
champignons microscopiques, comme des levures appartenant au genre Saccharomyces, avec

essentiellement S. cerevisiae et S. boulardii (voir tableau 1) (Veissier et al., 2003).

Ces microorganismes sont administrés seuls ou en mélange pour une action synergique. Ils
peuvent étre également associés a des prébiotiques (ingrédients alimentaires stimulants

sélectivement certaines bactéries du colon, améliorant ainsi la santé de 1’hote).

Les levures sont connues et utilisées depuis des siecles par ’homme, et représentent le groupe
de micro-organismes le plus exploité commercialement. Dans cette étude, nous nous
intéresserons exclusivement a 1’espeéce Saccharomyces cerevisiae, objet de notre étude

expérimentale.
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Tableau 1 : Les microorganismes considérés comme probiotiques
(Adapté de Boudjenah, 2008)
Microorganismes probiotiques
_ . ) Autres bactéries . Levures et
Lactobacillus | Bifidobacterium ) Autres bactéries o
Iacthues MOISISSUres
L.acidophilus B.adolescentis Enterococcus Bacillus spp Saccharomyces.boulardii
L.casei B.animalis faecalis E.coli strain Nissle | Saccharomyces.cerevisiae
L.johnsonii B.bifidum Enterococcus Propionibacterium | Candida pintolopessi
L.paracasei B.breve faecium freudenreichii Aspergillus niger
L.plantarum B.infantis Lactococcus lactis
L.reuteri B.lactis Leuconstoc
L.rhamnosus B.longum mesenteoides

L.salivarius B.termophilum Pediococcus
L.farciminis acidilactici
L.brevis Sporolactobacillus
L.curvatus inulinus

L.gasseri Streptococcus

L.fermentum

thermophilus

L.crispatus Streptococcus

L.amylovirus diacetylactis

L.cellobius Streptococcus
intermedius
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Il. ETUDE DE LA LEVURE Saccharomyces cerevisiae

11.1. Définition

La levure Saccharomyces cerevisiae sert depuis des millénaires dans la fabrication du pain, et
plusieurs de ses souches sont également utilisées pour celle du kéfir, du yaourt, du vin et de la
biére. Son utilisation dans ces différents domaines lui a valu les noms de «levure
boulangére » ou « levure de biere ». Son mode de reproduction lui a également confére le
nom de «levure bourgeonnante » (budding yeast). Sa classification est donnée dans le

tableau suivant.

Tableau 2 : Classification de Saccharomyces cerevisia
(Adapté de Kurtzman et Fell, 1998)

Regne Fungi

Division Ascomycota

Classe Hemiascomycetes
Ordre Saccharomycetales
Famille Saccharomycetaceae
Genre Saccharomyces

En pharmacie et en chimie, quantités de substances (vitamines, enzymes) sont extraites de cet
organisme. De plus, grace au génie génétique, certains médicaments sont désormais produits a

partir de levures manipulées.

Outre son intérét industriel, Saccharomyces cerevisiae est un formidable modele pour les
scientifiques : ce champignon unicellulaire est un organisme eucaryote, semblable aux
cellules des organismes supérieurs. Aussi facilement manipulable qu’une bactérie, la levure

est un modele simplifié des cellules qui composent 1’étre humain (Boudjenah, 2008).
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11.2. Structure et métabolisme de Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae est un micro-organisme eucaryote unicellulaire, que 1’on retrouve
sous la forme d’une petite cellule arrondie, de quelques microns de diamétre (environ 4p).
Elle se multiplie par bourgeonnement qui aboutit a la formation de deux cellules de tailles

inégales.

Figure 1: Bourgeonnement de Saccharomyces cerevisiae (source Internet 1)

La levure a un cycle biologique particulier. Elle est capable de se multiplier sous deux
formes : une forme haploide et une autre diploide (Dickinson et al, 2004). Son génome,
premier génome eucaryote a avoir été séquencé dans sa totalité, est composé de 16

chromosomes et comprends 6275 génes (Goffeau et al, 1996).

Saccharomyces cerevisiae est un organisme aéro-anaérobie qui peut produire de I’énergie de

deux facons différentes, selon le milieu dans lequel il se trouve :

v' La respiration : en présence d’oxygéne, il y a transformation du glucose en gaz
carbonique ;

v’ La fermentation alcoolique : en absence d’oxygéne.
Saccharomyces cerevisiae posséde une croissance rapide, puisqu’elle est capable de se diviser
toutes les deux heures lorsqu’elle se trouve dans des conditions optimales de température (28-

30°C) et de pH (4.5 et 6.5) ; toutefois, cette levure a la faculté de croitre dans un milieu trés

10
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acide, avec un pH voisin de 1,5. Cette croissance necessite une source de carbone, une source

d’azote organique ou non, diverses vitamines et des sels minéraux (Boudjenah, 2008).
11.3. Devenir de S. cerevisiae dans le tube digestif

Afin de déterminer le devenir de Saccharomyces cerevisiae au cours de son transit dans le
tube digestif, des essais ont été realisé sur des souris axéniques et des souris normales
(Ducluzeau et al., 1982).

Il apparait qu’a I’inverse des souris axéniques, chez lesquels S. cerevisiae se multiplie
normalement dans le tube digestif, les souris normales ont vu une élimination massive de la

levure du fait de la présence d’une flore digestive habituelle qui empéche son installation.

Contrairement aux bactéries probiotiques, dont les effets sont conditionnés par 1’attachement
du micro-organisme a la muqueuse intestinale de 1’hote (Ouwehand et al., 1999), la levure ne
colonise pas le tractus digestif et une bonne partie est retrouvée vivante dans les feces des
animaux. En effet, les travaux de Fiems et al (1993), réalises sur le mouton, et ceux de
Durant-Chaucheyras et al (1998) sur I’agneau, ont montré que la présence de S. cerevisiae
dans le tube digestif est temporaire. Si leur apport n’est pas renouvelé, les levures vivantes
commencent a étre excrétées environ 8h apres leur distribution et ne sont plus détectées 102h

apres 1’arrét de la supplémentation.

Il a été démontré également que 17 a 34% des levures restent vivantes pendant leur traversée
du tube digestif, ce qui suggére que leurs effets pourraient ne pas se limiter au rumen mais
s’exercer également au niveau des compartiments post-ruminaux (Durant-Chaucheyras et al.,
1998).

Les effets les plus importants des probiotiques ont été rapporté lorsque ceux-ci ont été
incorporés a I’alimentation a des périodes particuliérement stressantes pour 1’animal et sa
microflore intestinale : au sevrage, au début de la période de lactation, ainsi qu’aprés le
passage d’un régime alimentaire riche en fourrages a une alimentation riche en glucides

rapidement fermentescibles.

11
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III. EFFETS ET MODES D’ACTION DE LA LEVURE

Les mécanismes d’action des probiotiques sur I’hdte sont complexes, souvent multiples et
dépendent de la souche considérée. Les effets des probiotiques sont classiquement attribués a
une modulation directe ou indirecte de la flore endogene ou du systeme immunitaire local
(Rambaud, 1993). Ceci suggére qu’un contact direct de ces probiotiques avec les différents
constituants de la barriére intestinale, tels que la microflore endogene, le mucus intestinal, les
cellules épithéliales et les immunocytes est nécessaire (Ait Belgnaoui, 2006).

Globalement, le mode d’action de la levure probiotique dans le tube digestif varie avec
I’espéce animale. Chez le monogastrique, la levure agit comme agent protecteur vis-a-vis de
certains organismes pathogénes alors que chez le ruminant, 1’effet bénéfique semble plut6t

étre lié a une interaction avec la flore ruminale.
I11.1. Chez les monogastriques
111.1.1. Effets sur les propriétés fonctionnelles de la muqueuse intestinale

En agissant sur la fonction de barriere de la muqueuse intestinale, en stimulant la production
de mucines, les levures probiotiques limitent la translocation des bactéries vers les organes

extra-intestinaux (Daudelin, 2009).

I11.1.1.1. Effets sur les jonctions serrées et I’intégrité morphologique de la

muqueuse intestinale

En tapissant la muqueuse intestinale, les levures peuvent interagir avec celle-ci et méme en
influencer la structure. Il a été démontré, dans un modeéle d’infection in vitro a Escherichia.
coli entéropathogéne (EPEC), que la présence de Saccharomyces boulardii préserve la
distribution des protéines structurales des jonctions serrées ZO-1 des cellules T84 (Czerucka
et al., 2002). Il a également été observé que la grandeur des villosités, ainsi que la profondeur
des cryptes étaient augmentées chez les porcelets traités a Saccharomyces boulardii (Taras et
al., 2006).

12
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111.1.1.2. Effets sur la production de mucines

Certains probiotiques ont la capacité d’induire I’expression de molécules ayant une activité
non spécifique sur les pathogénes. Les mucines font partie de ce type de molécules. Dans une
étude réalisée in vivo, Bontempo et al. (2006) ont montré que le groupe d’animaux qui
recevait S. boulardii dans sa ration avait une couche de muqueuse dans 1’iléon moins épaisse
en comparaison avec le groupe témoin. Une couche épaisse de mucus pourrait limiter la
diffusion des nutriments a la surface apicale des cellules épithéliales intestinales, réduisant
ainsi 1’absorption de ceux-ci. Chez le lot supplémenté en levure, la couche plus mince de

mucus pourrait donc contribuer a une meilleure efficacité d’absorption (Daudelin, 2009).
111.1.1.3.Effets sur la translocation bactérienne

Une étude effectuée chez des porcelets sevrés, infectés expérimentalement avec Escherichia
coli entérotoxinogéne (ETEC) a démontré que 1’administration de Saccharomyces boulardii
diminue la translocation de bactéries entériques, en comparaison avec le groupe controle
(Lessard et al. 2009). Les probiotiques contribueraient a stimuler les cellules immunitaires
présentes au niveau de la muqueuse intestinale, ce qui participerait a augmenter la fonction de

barriére de celle-ci et ainsi diminuer la translocation bactérienne (Daudelin, 2009).
111.1.2. Effets antitoxiniques

Les bactéries pathogénes pour l'intestin exercent souvent leur pathogénicité par l'intermédiaire
de toxines. Parmi les principaux exemples, citons les infections a Salmonella typhimirium,
Shigella flexneri, la toxine cholérique, les entérotoxines de E. coli, Vibrio choleris ainsi que et
les toxines de Clostridium difficile. Généralement, aprés liaison a des récepteurs spécifiques,
situés sur la surface des cellules épithéliales de I'intestin, les toxines déclenchent des réactions
en cascade qui aboutissent finalement a des diarrhées, des inflammations et parfois méme a
des nécroses. De nombreuses études ont démontré que Saccharomyces cerevisiae était en

mesure de réduire, ou méme de neutraliser plusieurs de ces effets toxiniques (Peterson, 2002).

L’effet anti-toxinique de Saccharomyces cerevisiae ne serait pas lié a la diminution de la
population de bactéries pathogénes, mais plutét a la réduction de la quantité de toxines

libérées et a une compétition au niveau des sites de fixation (Rodriguez et al. 1996).

13
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Parmi les mécanismes d’actions suggérés des levures de I’espéce cerevisiae, il y a la sécrétion
d’une sérine, protéase qui aurait pour effet d’hydrolyser des toxines résistantes a la trypsine
digestive, telles que la toxine A produite par C. difficile (Castagliuolo et al. 1999). Dans ses
travaux, Pothoulakis et al. (1993) émet I’hypothése que I’inhibition de la liaison de la toxine
A de C.difficile a ses récepteurs situés sur la bordure en brosse des cellules, serait due au fait
que Saccharomyces cerevisiae supprimerait les récepteurs a la toxine par I’intermédiaire de la

sécrétion d’une protéase.

Saccharomyces cerevisiae est actuellement utilisée en production animale, mais également en

médecine humaine dans le traitement des infections nosocomiales causées par C. difficile.
111.1.3. Effets sur le systeme immunitaire

Le role des polysaccharides dans le développement des réponses immunitaires des
mammiféres est désormais reconnu. Ainsi, les B-D-glucane et la fraction glucidique des
mannoprotéines, les a-D- mannanes, extraits des parois cellulaires des levures Saccharomyces
cerevisiae, sont capables d’interagir avec les macrophages et les neutrophiles et d’influencer
la réponse immunitaire innée (Tzianabos, 2000).

Des additifs alimentaires a base de mannanes et de glucanes sont commercialisés. La
composition et la pureté de ses extraits ne sont généralement pas communiquées, ce qui
pourrait expliquer la grande variation des niveaux d’incorporation de ces préparations dans les

essais réalises (Oswald, 2009).

Il a récemment été découvert que Saccharomyces cerevisiae sécréte un facteur soluble anti
inflammatoire du nom de SAIF (Saccharomyces Anti-Inflammatory Factor). Ce facteur inhibe
la dégradation de IxB (Inhibitor of Kappa B), causant ainsi une séquestration accrue de NF-
kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) dans le cytoplasme
(Sougioultzis et al. 2006). Cette protéine est un activateur de transcription pour plusieurs
types de protéines impliquées dans la réponse inflammatoire. En effet, NF-kB est responsable
de la transcription de plusieurs genes dont ceux codant pour des cytokines pro-inflammatoires
et des chimiokines; de plus, il régule I’expression de molécules d’adhésions sur les
leucocytes et sur les cellules endothéliales, permettant la migration des leucocytes de la

circulation jusqu’au site d’infection (Daudelin, 2009).
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Les effets stimulants de la levure S.cerevisiae sur le systeme du complément ont été mis en
évidence in vitro grace aux travaux de Nicod-Bertin et Panouse-Perrin (1985). Ceux-ci ont été
en mesure de démontrer, lors d’expériences menees a partir de complément isolé de sérum
humain frais, que Saccharomyces boulardii est un puissant activateur du complément via les
voies d'activation classique et alternative du complément, par I'intermédiaire de la libération
des C2, C3, C3a et C5a hiologiquement actives. Aucune réponse humorale spécifique ou non
specifique n'est induite dans le systeme immunitaire général chez des sujets sains, apres
administration de Saccharomyces boulardii (Jahn et Zeitz, 1991; Machado Caetano et al.

1986).

Les expériences menées par Buts et al. (1990) et Czerucka et Rampal (2002) sur 1’animal ont
révélé une augmentation des concentrations totales d’IgA, et des composants sécrétoires dans
le liquide duodénal apres administration de Saccharomyces boulardii, ce qui indique une

stimulation du systeme immunitaire intestinal (Peterson, 2002).

Dans une étude effectuée chez le porcelet sevré, il a été observé que I’administration de la
levure améliore la performance et augmente la quantité de macrophages dans la muqueuse de

I’iléon en comparaison avec le groupe témoin (Bontempo et al., 2006).

111.1.4. Effets anti sécrétoires

Des travaux menés par Krammer et Karbach (1993) sur des préparations d'intestin de rat ont
permis d’étudier 1’action directe de Saccharomyces boulardii sur le transport intestinal des
électrolytes. L'addition de Saccharomyces boulardii améliore de fagon notable le transport
tans- épithélial du chlore dans le jéjunum et dans le cdlon descendant chez le rat et déclenche

son absorption, ce qui permet d'expliquer un de ses effets anti-diarrhéiques.
111.1.5. Induction des enzymes intestinales

L'administration orale de Saccharomyces cerevisiae chez de jeunes rats et des volontaires
humains sains provoque une augmentation notable de l'activité des disaccharidases (lactase,
sucrase et maltase) de la bordure en brosse de I'épithélium de l'intestin. Cette propriété est
utilisée pour restaurer les activités disaccharidases intestinales affectées dans certains types de
diarrhées (Buts et al., 1986).
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Lors d'un autre essai mené chez 12 volontaires, 1’administration orale de Saccharomyces
boulardii pendant trois semaines a été associée a un accroissement significatif de I'activité des
lactases, a-glucosidase et phosphatases alcalines de la bordure en brosse des cellules (Jahn et
al., 1996). Ces résultats ont été confirmés par Zaouche et al. (2000) qui montrent une
augmentation significative de [l'activité enzymatique de la bordure en brosse aprés

administration de levure a des rats ayant subi une résection intestinale de I'intestin gréle.

L’une des hypothéses émises pour expliquer l'augmentation de l'activité enzymatique au
niveau de la bordure en brosse des cellules entérocytaires serait la libération endoluminale
des polyamines (putrescine, spermine, spermidine) par Saccharomyces cerevisiae, comme
cela a déja été demontré dans un modéle murin (Buts et al.1994). Il est possible que les
polyamines stimulent la maturation des entérocytes et améliorent ainsi I'expression
enzymatique (Buts et al.1994). Ces résultats ont été confirmés dans une autre étude conduite
par Buts et al. (1999) chez des rats recevant 1mg/g de PV/j de S.boulardii durant une semaine
suivant un enterectomie proximale. L’apport de la levure aprés reséction iléale a entrainé une
augmentation de I’activité des disacchridases. Cette stimulation enzymatique était associée a

une augmentation significative de la concentration des polyamines.
111.1.6. Propriétés anti-adhésives

Pour de nombreux agents pathogenes, I'adhésion aux entérocytes est la condition nécessaire
au développement de leur pathogénicité dans l'intestin. Certaines souches d’E.coli et de
Salmonella possedent a leur surface des adhésines, capables de fixer les résidus de mannose
se trouvant sur les membranes des cellules épithéliales. La paroi cellulaire de Saccharomyces
cerevisiae se caractérise également par une forte concentration en glucane et en manane. De
ce fait, de telles bactéries sont capables de s’agglutiner aux levures par liaison avec la couche
superficielle de la membrane de celles-ci.

La fixation des bactéries pathogénes a la membrane cellulaire de la levure induit ainsi un effet
protecteur, puisque le complexe levures/bactéries pathogenes est rapidement éliminé du
tractus digestif (Auclair, 2001). Par ailleurs, I’adhésion est une étape cruciale pour
I’expression de I’effet cytophatogénique, des lors, 1’effet bénéfique de Saccharomyces
cerevisiae pourrait s’expliquer par la compétition existant entre la levure et les pathogénes

pour la liaison aux cellules épithéliales (Boudjenah, 2008).
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I11.1.7. Antagonisme vis-a-vis des bactéries pathogenes

Il a été démontré que Saccharomyces cerevisiae posséde une action antagoniste vis-a-vis des
micro-organismes pathogénes. Cette propriété a eté largement exploitée en médecine humaine
dans la prévention des diarrhées d’origine médicamenteuse (pénicilline, céphalosporines,

clindamycine).

Plusieurs recherches portant sur 1’efficacité de Saccharomyces boulardii ont démontré que
cette levure inhibe la croissance in vivo comme in vitro de plusieurs bactéries et levures. Cette
influence a été mise en évidence avec Candida albicans, Candida kruzei et Candida
pseudotropicalis (Ducluzeau et Bensaada, 1982). Il a été rapporté in vitro que la levure
synthétise des substances agissant comme bactéricides, et induit donc par la méme occasion
une inhibition de la croissance des pathogeénes. (Peterson, 2002).Cet effet antagoniste

disparait cependant lorsque les cellules Saccharomyces cerevisiae sont tuées par la chaleur.
111.2. Chez les ruminants
111.2.1. Effets de la supplémentation en levure sur la production animale

La production des bovins laitiers s’exprime en général en termes de production laitiére
journaliere, d’énergie déviée vers la production d’un litre de lait ou d’efficacité alimentaire.
La production des bovins de boucherie est évaluée par la mesure des parameétres de
croissances tels que le gain de poids quotidien, le poids final a I’abattage, ou le taux de
conversion alimentaire. De nombreux travaux scientifiques conduits ces derniéres années ont
démontré que la supplémentation des animaux en levure, entraine une augmentation des
productions laitiere et viandeuse. Cependant, ces résultats ne sont pas sans appel puisque
certains travaux font état de ’effet négligeable de la levure, aussi bien sur la production

laitiere, que sur les paramétres de croissance.

De nombreuses études portant sur la réponse des ruminants, notamment les vaches laitieres, a
une supplémentation en levure  Saccharomyces cerevisiae fournissent des résultats tres
variables. Williams and Newbold (1990), Lesmeister et aL (2004) et Stella et al. (2007).
signalent une augmentation de la consommation alimentaire, du gain de poids ainsi qu’une

meilleure utilisation de 1’aliment alors que les travaux de Erasmus et al. (2005), Agarwal et
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al. (2002), Mahender et al. (2005), Kim et al (2006), Kawas et al. (2007) et Tripathi et al.
(2008) ne révélent aucune différence, voire une diminution, du taux de croissance et de
I’efficacité alimentaire par rapport aux lots témoins. Cette grande variabilité dans la réponse
des ruminants a I’utilisation de levures comme supplément alimentaire pourrait étre liée a la
composition de la ration, a la souche de levure utilisée, au niveau d’incorporation de la levure
(dose dépendante) ou encore aux animaux utilisés (Tripathi et al.2009).

Dans ce qui suit, nous ferons le point sur les effets de la supplémentation en levure S.
cerevisiae sur les performances de production, décrits dans la littérature chez les ruminants en

insistant sur les jeunes veaux et bovins a I’engrais, objet de notre partie expérimentale.
111.2.1.1. Chez la vache laitiére

L’incorporation de Saccharomyces cerevisiae a la ration de la vache laitiere, a tous les stades
physiologiques, a été largement étudiee. De nombreux effets positifs sur le statut sanitaire et
les parametres de production ont été rapportés, mais les réponses des animaux a la
supplémentation en levures sont parfois variables et les résultats observés peuvent étre trés

différents et contradictoires.

Dans une méta-analyse, Dawson (2000) passe en revue vingt-deux essais réalisés sur plus de
9039 vaches laitiéres et rapporte ainsi une augmentation de la production laitiere allant de 2%
a 30% avec une moyenne de 7,3%. De plus il y aurait une modification dans la composition
du lait, avec une augmentation de la teneur en matieres grasses et en protéines (Besong et al.
1996).

Les travaux de Piva et al. (1993) révélent que I’apport de levures a des vaches multipares en
milieu de lactation, durant 4 semaines augmente de 15% le taux butyreux du lait. Putnam
et al. (1997) signalent une hausse de 6% du taux butyreux lorsque la supplémentation est faite
en début de lactation. Cependant d’autres indiquent qu’aucun effet sur la composition du lait
n’est observé (Kung et al.1997 ; Schingoethe 2004).

La supplémentation en levures semble augmenter la production laitiere (Robinson 2002 ; Abd
el Ghani 2004 ; Stella et al. 2007) et influencer plusieurs parameétres ruminaux tels que le pH,
les acides gras volatils (AGV), et la digestibilité des nutriments au niveau du tractus digestif
(Erasmus et al. 1992 ; Robinson et al. 2002).
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De récents travaux ont démontré que Saccharomyces cerevisiae stabilise le pH du rumen
diminuant ainsi les risques d’acidose (Chaucheyras-Durand et al. 2008 ; Marden et al. 2008).
L’addition de levure s’est cependant révélée incapable de prévenir les épisodes d’acidose
aigue lorsque les animaux étaient nourris avec des aliments riches en glucides rapidement

fermentescibles (Aslan et al.1995; Dawson and Hopkins 1991; Jouany 2001).

Des travaux réalisés in vivo sur des vaches laitieres, en début de lactation, dont la ration était
composée de 60% d’ensilage de mais et de 40% de concentré ont montré que 1’addition de
0,5g de Saccharomyces cerevisiae quotidiennement a la ration des vaches, n’entraine pas de
modifications significatives dans la digestibilité de la matiere organique, le pH ruminal, la
concentration en AGV ou encore le nombre de protozoaires du rumen (Doreau et al. 1998).

L’effet de la levure sur consommation de la matiére séche a également été étudié. Dann et al.
(2000) montrent une augmentation de 20% de la matiere séche ingérée, une amélioration de
4% du poids vif, ainsi qu’une réduction de la perte de poids aprés le vélage ; la production
laitiere n’est pas significativement augmentée, mais le pic de lactation est avancé pour les
femelles supplémentées. Ces résultats contredisent en partie ceux de Robinson (1997) qui ne
rapporte aucune augmentation de la matiére seche ingérée, cependant la production laitiere
tend a étre augmentée, et la perte de poids en post-partum amoindrie.

En bref, les effets de la supplémentation en levures Saccharomyces cerevisiae sur les
performances des vaches laitieres ont été largement étudiés mais les résultats obtenus sont
parfois divergeant. Ces variations dans la réponse sont souvent liées a des conditions de
réalisation différentes, telles que la nature et la composition de la ration, le moment et la durée
de supplémentation, 1’état physiologique des vaches ...etc. Tous ces parametres devront étre
pris en considération lors de 1’évaluation de I’intérét de supplémentation des animaux en

levures probiotiques.
II1.2.1.2. Chez les bovins a I’engrais

A la naissance, I’intestin du jeune veau est trés peu colonisé par les micro-organismes et c’est
au contact de sa mere et de son environnement, qu’il va acquérir successivement plusieurs
centaines d’espéces bactériennes. Certaines sont bénéfiques pour I’animal alors que d’autres

lui sont nocives et occasionnent des désordres digestifs tels que des diarrhées qui vont nuire a
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sa santé et a sa croissance. Le début de la vie, et les périodes de changements de dietes
constituent des événements stressants, au cours desquels, il a été observé que les populations
de bactéries bénéfiques diminuent au profit des bactéries pathogénes créant ainsi un
déséquilibre au niveau de la flore. Dans ces conditions, un apport en probiotiques favorise la
santé de I’animal en créant des conditions défavorables a 1’établissement des bactéries
pathogeénes. Ainsi, I’administration de levure induit : une réduction du nombre de jours ou les
veaux souffrent de diarrhée ; une augmentation du gain de poids et une baisse des codts

associes a la santé (Chiquette 2009c).

A notre connaissance, les effets de 1’utilisation des levures chez les pré-ruminants et les veaux
pré-sevrés ont suscité peu études. Les données bibliographiques disponibles sont résumées
dans le tableau 3 (\Voir page 21).

Dans un essai conduit par Pinos-Rodriguez et al. (2007) sur des veaux ages de 4j, la
supplémentation en Saccharomyces cerevisiae durant 56 jours, n’a eu aucun effet ni sur le
poids final des veaux, ni sur le gain moyen quotidien, ni sur I’efficacité alimentaire. La
matiére séche ingérée était cependant augmentée des le début de I’essai chez les veaux
supplémentés par rapport aux témoins. Aucune différence significative dans la fréquence
d’apparition des diarrhées ou des pneumonies n’a été observée entre les deux lots, mais les
veaux supplémentés ont été moins infectés que les témoins. Les valeurs du pH, des AGV

totaux et le ratio acetate/propionate n’ont pas été modifiés par le traitement.

De méme, les travaux de Hucko et al. (2009) montrent que la supplémentation en culture de
levures Saccharomyces cerevisiae de veaux pré-sevrés, n’entraine aucun changement dans
les parametres de production (gain de poids quotidien, poids final, matiére séche ingérée,
efficacité alimentaire). La valeur du pH n’est pas modifiée. Cependant, il y a une diminution
de la concentration des AGV ainsi qu’une augmentation du ratio acetate/propionate. De plus

I’activité des bactéries cellulolytiques est supérieure chez le lot supplémenté.

Dans son essai, Laborde (2008) ne rapporte aucun effet significatif suite a 1’addition d’une
culture de Saccharomyces cerevisiae a la ration de veaux, sur la consommation moyenne
quotidienne de 1’aliment de démarrage, la consommation d’eau ou le poids corporel, méme si
les veaux supplémentés ont présenté des poids plus élevés que les témoins entre 42 et 56j.

De méme, les mensurations des veaux n’ont pas été affectées. La consistance des féces était
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Tableau 3 : Effets de la supplémentation alimentaire en S.cerevisiae sur la matiére seche ingérée, le poids vif et le gain moyen quotidien

des pré-ruminants et veaux pré-sevrés (synthese de plusieurs auteurs)

Animaux Durée Variations des parameétres par rapport aux témoins Références bibliographiques
(Moyenne d’age) | de supplémentation PV GMQ MSI
24 veaux 56 jours NS NS /4 (p <0,05) Pinos-Rodriguez et al (2007)
(4))
45 veaux males 52 jours NS NS NS Hucko et al (2009)
(4))
48 veaux 16 semaines NS ND NS Laborde (2008)
(4))
101 veaux 57 jours ND NS NS Cole etal (1992)
512 veaux 58 jours NS NS NS Magalhaes et al (2008)
(2+1))
40 veaux 12 semaines ND f (p < 0,05) )' (p <0,001) Di Francia et al (1997)
(10j)
20 veaux 60 jours NS NS NS Kaldmae et al (2007)
(5))
52 veaux 84j A (P<005) A (P<0,05) A (P<0,05) Gavlao et al (2005)
(5+2j)
30 veaux males 294 jours NS NS \(P <0,05) Titi et al (2008)
(40,6 mois)
75 veaux 42 jours /4 (P <0,03) f (P<0,05) )1 (P <0,05) Lesmeister et al (2004)
(2+1j)
42 veaux 84j NS NS NS Quigley et al (1992)
(1j)

21




[44

meilleure chez les veaux supplémentés. Aucun effet sur les parametres ruminaux mesurés
(pH, concentration de NH3, de I’acide B hybroxy butyrate BHBA, AGV totaux) n’est

rapporte.

Les travaux de Cole et al (1992) montrent que la durée de traitement des veaux infectés par le
virus de la rhinotracheite infectieuse bovine et supplémentés en levures Saccharomyces
cerevisiae etait plus courte que pour les veaux témoins. De plus, les veaux supplémentés ont
une consommation de matiére seche plus élevée (plus 8,2%) et une moindre perte de poids

par rapport aux témoins.

Dans un essai réalisé en 2008, Magalhaes et al évaluent I’effet de la levure sur les
performances de croissance, les parametres sanitaires et le statut immunitaires des veaux pré-
sevrés (2 £1j d’age). Aucune différence dans la consommation de matiere seche, le gain de
poids quotidien ou le poids final n’a été observée suite a 1’addition d’une culture de
Saccharomyces cerevisiae a 2% de matiére séche. L’addition de levures n’a pas empéché la
survenue de diarrhées, mais a réduit leur durée et sévérité ainsi que le taux de mortalité apres
le 13*™ jour de vie. La morbidité a également été significativement réduite. De plus, la levure
a amélioré la consistance des féces. La supplémentation en culture de levures n’a pas eu
d’effets sur la réponse humorale, puisqu’aucune différence n’a été observée entre les deux
lots, mais I’activité des polynucléaires neutrophiles a été 1égérement augmentée, en présence
d’une souche pathogéne d’E.coli chez les veaux supplémentés par rapport aux témoins.
Aucun effet sur I’incidence des maladies respiratoires n’a été noté. Ces auteurs concluent que
la culture de levure améliore la santé du tractus digestif, réduisant ainsi la durée des

traitements, et par conséquent, les couts inhérents aux traitements.

Les travaux de Di Francia et al (2007) montrent que I’utilisation d’un mélange de
Saccharomyces cerevisiae et Aspergillus oryzae n’a aucun effet sur la consommation de
I’aliment de démarrage mais entraine une augmentation de la consommation volontaire de
foin & partir de la 9°™ semaine et jusqu'a la fin de la supplémentation. De méme, le gain de
poids moyen est plus élevé chez les veaux ayant libre accés au foin. La digestibilité des veaux
supplémentés est supérieure a celle des témoins. La consistance des feces est egalement

améliorée.
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D’aprés 1’essai de Kaldmae et al (2007), I’addition d’une culture de Saccharomyces
cerevisiae a la ration de démarrage des veaux, n’a pas amélioré de facon significative la
matiere seche ingérée, le gain de poids avant sevrage ou 1’efficacité alimentaire. Mais par la
suite, une légére amélioration du gain de poids a été observé dans le groupe recevant la
culture de levure. La supplémentation en culture de levures améliorerait donc

progressivement le développement du rumen a partir du deuxiéme mois de vie.

Dans leur essai, Gavlao et al (2005) tentent de mettre en évidence 1’effet de I’addition de
Saccharomyces cerevisiae a la ration des veaux pré-sevrés, chez lesquels I’immunité passive
est défaillante. L’addition de levures vivantes au concentré de démarrage des veaux entraine
une augmentation de la consommation alimentaire et du gain de poids corporel,
particulierement avant le sevrage. L’efficacité alimentaire n’est cependant pas améliorée. La

levure n’a eu aucun effet sur la consistance des féces mais a réduit la durée des diarrhées.

Dans un travail effectué sur des veaux a I’engrais, Titi et al (2008) mettent en évidence 1’effet
de I’addition d’une culture de Saccharomyces cerevirosiae a 1’aliment de veaux males sevrés,
sur les performances de croissance, les caractéristiques de carcasses et la qualité de la viande.
L’utilisation de la culture de levures sur une période de dix mois, n’a pas entrainé de
différences significatives dans le gain de poids moyen quotidien, ou le poids final entre les
deux lots, méme si les valeurs étaient légérement supérieures pour le lot supplémenté. La
matiére seche ingérée (moyenne et totale) était quant a elle plus faible pour le lot supplémenté
par rapport au lot témoin. Aucune différence entre les deux lots, dans les caractéristiques de la
carcasse (poids, teneur en graisse, épaisseur du muscle, couleur) n’a été observée apres

abattage. Il en était de méme pour les qualités organoleptiques de la viande.

Ces travaux rejoignent ceux de Mir et Mir (1994) qui n’ont rapporté aucun changement
significatif dans les caractéristiques de carcasses de bouvillons, nourris avec différents types
d’aliments (ensilage de mais, ensilage de luzerne, rations riches en céréales) et supplémentés

durant deux années en levures Saccharomyces cerevisiae.

Enfin, Lesmeister et al (2004) ont évalué 1’impact de I1’addition d’une culture de
Saccharomyces cerevisiae a différents pourcentages de matiere seche (1% ou 2% MS) de
I’aliment démarrage de veaux nouveaux nés sur les performances zootechniques. Apres 42

jours de supplémentation, les résultats montrent que la culture de levures a 2% de la MS.
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Tableau 4 : Effets de la supplémentation alimentaire en Saccharomyces cerevisiae sur les
paramétres sanguins des veaux (synthése de plusieurs auteurs).

Animaux Durée Variation Auteurs
(moyennes d’age) | de la supplémentation | des paramétres sanguins

par rapport aux témoins

144

—Glycémie
512 veaux —PT Magalhaes et al (2008)
(2£1)) 58] —BHB
—lgG
—PT
75 veaux 42] —BHB Lesmeister et al (2004)
(2+1j)
)1 Glycémie (P=0,005)
52 veaux 84j —BHB Galvao et al (2005)
(522))
—Glycémie
9 veaux f BHB (P<0,01) Quigley et al (1992)
(12 semaines) 14j f ACAC (P<0,05)
N\ Urée (NS)
—Glycémie
42 veaux 84j — Urée Quigley et al (1992)
(1j)
101 veaux 57j f Urée (P<0,05) Cole et al (1992)

PT : protéines totales ; BHB : § hydroxybutyrate ; ACAC : acétoacétate ;
19gG : Immunoglobuline G ; NS : effet non significatif
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semble étre celle qui exerce le plus d’effets significatifs sur les parametres mesurés. En effet,
ces auteurs constatent une augmentation significative de la matiére seche ingérée (+10%), du
gain moyen quotidien (+16%) ainsi que de I’indice de conversion (+11%).

La culture de levure a améliorée également le développement du rumen, avec une
augmentation de la longueur et de la largeur des papilles ruminales (+ 25% et +15%

respectivement).

111.2.2. Effets de la supplémentation en levures sur les parametres metaboliques et

le statut immunitaire

Notre recherche bibliographique n’a pas permis de mettre en évidence beaucoup de travaux
portant sur I’impact de la supplémentation alimentaire en levures probiotiques sur les
parameétres sanguins des ruminants ; la plupart ayant été realisés chez la vache laitiére, les
données disponibles chez le veau sont trés minces. Les quelques données bibliographiques
disponibles sont résumées dans le tableau 4.

Comme pour les paramétres zootechniques, 1’effet de Saccharomyces cerevisiae sur les
parametres sanguins est tres variable entre les études, probablement en raison de la variabilité
des doses de levures utilisées ou encore des caractéristiques des rations distribuées, comme

suggeré par Galip (2006).

IV. MODES D’ACTION POSSIBLES PAR LESQUELS LA SUPPLEMENTATION EN
LEVURES AMELIORE LA PRODUCTION ANIMALE

IV.1. Via les effets sur les fermentations du rumen

IV.1.1. Désoxygénation du milieu

La majorité des especes bactériennes responsables de la fermentation des aliments au niveau
du rumen sont strictement anaérobies. L’oxygéne est réguliérement introduit dans le rumen a
I’occasion de la prise d’aliment et d’eau, augmentant ainsi le potentiel redox du rumen, a
I’origine de I’inhibition des bactéries anaérobies (Williams et Newbold, 1990). Certains

chercheurs ont suggéré que, I’effet stimulant de la levure sur les fermentations du rumen,
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pouvait étre di au fait que, les levures métabolisent rapidement 1’oxygéne introduit dans le
rumen. Ceci réduit le potentiel redox, créant un milieu de croissance favorable aux bactéries
anaérobies (Wallace, 1994 ; Miller-Webster et al., 2002). Ces bactéries, une fois stimulées,

sont a I’origine de la fermentation des aliments au niveau du rumen.

1VV.1.2. Modulation du pH du rumen

Dans les nouveaux systémes d’élevage des animaux, notamment ceux a hauts potentiels de
production, les aliments sont riches en sources de carbone rapidement dégradables. Ces
aliments fermentent rapidement dans le rumen, et peuvent entrainer une accumulation de
produits de la fermentation tels que le lactate, a ’origine d’une baisse du pH. En effet, la
concentration en acide lactique est un facteur déterminant majeur du pH ruminal. La
diminution du pH est responsable de I’inhibition de la croissance de nombreuses especes
bactériennes bénéfiques du rumen, mais elle est également fortement inhibitrice des micro-

organismes responsables de la digestion des fibres dans le rumen (Holder 2007).

Plusieurs études font état d’une diminution totale du pic de la production de lactate en
réponse a une supplémentation en levure (Williams et al. 1991. Erasmus et al. 1992 ; Mir and
Mir 1994 et Lila et al. 2004). Il a également été démontré in vitro que ’apport de levures
stimule la croissance de la majorité des bactéries qui utilisent le lactate (Callaway and Martin
1997) conduisant ainsi a une élévation du pH du rumen constatée au cours de plusieurs
expériences (Beauchemain et al. 2003 ; Sauvant et al. 2004). La diminution de la
concentration de I’acide lactique et 1’augmentation du pH qui en résulte conduirait a la
stimulation des especes bactériennes sensibles a I’acidité, responsables de la fermentation

ruminale de composants alimentaires importants (Holder 2007).

L’acidose ruminale (aigue ou subaigue) continue d’étre une pathologie digestive trés
fréquemment observée dans les élevages intensifs. Celle-ci n’est pas seulement responsable
d’une baisse du niveau de production des animaux, mais elle est également a 1’origine de
troubles de la santé tels que des ballonnements, des abcés du foie, ou des fourbures.
Des études conduites in vitro (Nisbet et Martin, 1991 ; Chaucheyras et al. 1997 ; Rossi et al.
2004) ont montré que les levures vivantes pouvaient influer sur I’équilibre des bactéries qui

métabolisent le lactate, en limitant sa production par Streptococcus bovis ou encore, en
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stimulant sa consommation par Megasphaera elsdenni ou Selenomonas ruminantium
(Chaucheyras-durand et durand, 2008).

Il a également été démontré in vitro que les levures fournissent des acides aminés, des acides
organiques et des vitamines du groupe B, tous essentiels a la croissance des bactéries

utilisatrices de lactate et des bactéries cellulolytiques (Chiquette 2009a).

Dans le cas de I’acidose subaigue (Sub-Acute Ruminal Acidosis : SARA), le mécanisme par
lequel les levures maintiennent le pH du rumen n’est pas encore bien étudié mais certaines
hypotheses sont emises. Ainsi, chez les animaux supplémentés en levures, la fermentation des
aliments serait orientée vers la production de cellules bactériennes a la place des acides gras

volatils normalement produits, ce qui limiterait la baisse du Ph (Chiquette 2009a).

Brossard et al. (2006) rapportent, suite a des essais menés in vivo sur des moutons, qu’une
souche de Saccharomyces cerevisiae pourrait prévenir la diminution du pH du rumen en
stimulant certaines populations de protozoaires ciliés (Entodiniomorphs par exemple) qui
consommeraient rapidement 1’amidon, entrant ainsi en compétition avec les bactéries
amylolytiques productrices de lactate. Ces résultats viennent appuyer les observations faites
par Mathieu et al. (1996), lors d’utilisation de levures chez des moutons défaunés, qui
n’avait pas entrainée d’augmentation du pH ruminal, suggérant le role possible des

protozoaires dans I’effet de la levure sur le pH.

IVV.1.3. Augmentation de la production d’acides gras volatils

De nombreux travaux réalisés in vitro (Miller-Webster et al., 2002 ; Lila et al., 2004) font état
d’une augmentation des acides gras volatils (AGV) produits par fermentation de substrats
supplémentés en levures probiotiques. Les AGV représentent la principale source d’énergie
des ruminants. De ce fait, une augmentation de leur concentration au niveau du rumen
pourrait améliorer la production animale. Ceci a été démontré in vitro, aussi bien sur des
cultures bactériennes pures, que sur des cultures fermentées au niveau du rumen (Holder,
2007).
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IV.1.4. Modification des proportions des acides gras volatils produits

Des chercheurs rapportent que 1’utilisation de levures entraine une diminution dans le rapport
acetate/propionate. Celle ci pourrait stimuler la production animale ; le propionate ayant une
enthalpie supérieure, il fournirait plus d’énergie a I’animal que 1’acétate ; (Holder, 2007).

Ces observations ont été enregistrées aussi bien in vitro (Dawson et al. 1990 ; Williams et al.
1991 ; Miller-Webster et al. 2002 ; Lila et al. 2004) que in vivo (Williams et al. 1991).

IV.2. Via les changements dans la digestibilité de la ration

IV.2.1. Amélioration de la digestion ruminale

Lila et al. (2004) rapportent une augmentation de la digestibilité de la matiere séche et des
fibres suite a une supplémentation en Saccharomyces cerevisiae. L’amélioration de la
digestibilité des aliments conduit & une meilleure disponibilité des nutriments, et de ce fait &
une meilleure production animale. Ces observations contredisent les travaux de Putnam et al.
(1997) qui n’ont montré aucun changement dans la digestibilité de la ration, suite a I’addition

de levures.

IV.2.2. Le taux de digestion

De nombreux rapports indiquent que 1’utilisation des levures chez les ruminants, augmente le
taux de digestion des fibres (Williams et al. 1991 ; Newbold et al. 1995 ; Lila et al. 2004). La
littérature s’accorde en général pour dire que l’effet de la levure sur la digestion, et
particuliérement sur la digestion des fibres, est plus marqué sur le taux que sur I’étendue de la
digestion. L’augmentation du taux de digestion de la ration conduit a une plus grande quantité
de nutriments disponibles pour la production. De plus, le taux de remplissage du rumen
augmente, ce qui conduit a son tour a une augmentation de la matiére seche ingérée (Wallace
1994).

De nombreux travaux ont mis en évidence cette augmentation de la matiere séche ingérée
suite a I’utilisation de levures probiotiques (Williams et al. 1991 ; Erasmus et al. 1992 ;
Putnam et al. 1997) alors que d’autres ne rapportent aucun effet de la levure sur ce paramétre

(Erdman et al. 1989 ; Kung et al. 1997).
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IVV.3. Via les effets sur la population microbienne du rumen

IV.3.1. Augmentation du nombre total de bactéries

L’augmentation du nombre total des bactéries cultivables dans le rumen a été démontrée dans
de nombreux essais (Durand-Chaucheyras et al. 1997 ; Lila et al. 2004 ; Sauvant et al. 2004).
Il apparait méme étre I’effet le plus fréquemment signalé suite & une supplémentation des

ruminants en levures.

De nombreuses études rapportent une augmentation du nombre de bactéries anaérobies et de
bactéries cellulolytiques in vitro (Newbold et al. 1996 ; Newbold et al. 1998). Ces bactéries
sont principalement responsables de la fermentation dans le rumen. Par conséquent, une
augmentation de leur concentration pourrait améliorer le taux de digestion, rendant ainsi

disponible plus de nutriments pour 1’animal.

Des travaux réalisés sur le jeune ruminant (Chaucheyras-Durand et Fonty, 2001) ont permis
de montrer que la colonisation du rumen par la microflore était plus précoce chez les animaux
supplémentés en levures, et que ’activité des bactéries cellulolytiques était aussi plus

importante par rapport aux animaux témoins.

IV.3.2. Augmentation de la production des protéines d’origine microbiennes

L’augmentation de la concentration des bactéries présentes au niveau du rumen entraine une
augmentation de la quantité des protéines microbiennes disponibles au niveau du rumen et de
I’apport en acides aminés dans I’intestin gréle (Newbold et al. 1995 ; Beauchemain et al.
2003). Cet effet de la levure sur le flux d’azote n’a cependant pas été observé dans tous les
essais.

L’effet de la complémentation alimentaire en levures sur le flux de protéines microbiennes et
d’acides aminés arrivant a I’intestin gréle semble étre dépendant du régime alimentaire. Des
travaux menés chez la chevre montrent que I’addition de levures a un régime pauvre en
protéines permet de restaurer le taux butyreux du lait qui devient équivalent a celui obtenu
chez les témoins recevant un régime a teneur adéquate en protéines (Giger-Reverdin et al.
1996).
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1V.3.3. Amélioration de P’efficacité microbienne

L’efficacité microbienne est évaluée en grammes de protéines microbiennes produites par
kilogramme de matiere organique fermentée. Olsen et al. (1994) ont rapporté une
augmentation de I’efficacité de production des protéines microbiennes. Cette augmentation
résulterait d’une plus grande quantité de protéines disponibles pour la production par unité
d’aliment ingéré. Cependant, cette efficacité microbienne n’a pas été constatée dans tous les
travaux (Miller-Webster et al. 2002).

IV.3.4. Augmentation du nombre de protozoaires du rumen

Les travaux de Galip (2006) chez le bélier, et de Miranda et al. (1996) chez la chevre ont
montré une augmentation du nombre total des protozoaires du rumen, lorsque les animaux

recevaient régulierement Saccharomyces cerevisiae.

En 2006, Jouany propose un modele qui explique, pour la premiére fois, la plupart des effets
positifs attribués a la supplémentation des animaux en levures. Le modele repose sur le fait
que les levures sont des micro-organismes aérobies, qui une fois au niveau du rumen, se
développent grace a ’oxygene piégé dans la fraction solide du contenu ruminal (chez 1’ovin,
environ 16 litres d’O, peut entrer dans le rumen au moment de la prise d’aliments et d’cau).
Par conséquent, les cellules des levures sont étroitement associées aux particules solides
d’aliments, autour desquelles un microenvironnement est crée (voir figure 2). Une diminution
du potentiel redox a été observée par Jouany (1999) dans le rumen des animaux traités.
Ce micro-environnement, essentiellement anaérobie, stimule la croissance des bactéries
anaérobies et leur attachement aux particules de fibres (Roger et al. 1990) et augmente le taux
initial de digestion de la cellulose. Ceci peut expliquer 1’augmentation de la consommation de

I’aliment observée lors d’une supplémentation en levures.

L’existence d’une grande variabilit¢ dans les propriétés de désoxygénation des levures
devrait étre un facteur important a considérer lors du choix des levures a usage probiotique.
L’¢étude effectuée par Newbold (1996) vient appuyer ces conclusions, puisqu’aucun effet sur
la croissance bactérienne n’a été observé lorsqu’une souche mutante de Saccharomyces

cerevisiae déficiente respiratoire a été utilisée.
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Figure 2 : Modele de I’interaction des cellules de levures
avec les microorganismes du rumen
(Adapté de Jouany 2006)

La conversion du propionate au lactate, et inversement, est une fonction qui dépend de la
pression partielle de I’oxygéne au niveau du rumen. En effet, lorsque la pression partielle de
1’0, est faible, la conversion du lactate en propionate est favorisée, alors qu’une pression

partielle en O, élevee favorise la conversion du propionate en lactate. Ceci explique pourquoi
les levures en diminuant la pression partielle de 1’0, au niveau du rumen, favorisent une voie
de fermentation moins acide d’ou leur effet dans la stabilisation du pH du rumen. Cette

derniére est également favorable aux organismes cellulolytiques qui sont sensibles a I’acidité.

Ce microenvironnement crée autour des levures permet également d’expliquer comment,
méme en faible quantité et avec une durée de vie relativement courte, les levures sont
capables de fournir des facteurs de croissance tels que des acides organiques, des vitamines du

groupe B et des acides aminés aux bactéries du rumen de proximité (Chiquette 2009a).
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Figure 3 : Représentation schématiques des modes d’action possibles par lesquels la
supplémentation en levure stimulerait la production des ruminants
(Adaptée de Wallace 1994 et Dawson et al. 1995)
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|. OBJECTIF DE L’ETUDE

Le but de notre essai est d’étudier, dans les conditions locales, I’effet de 1’incorporation du
probiotique Saccharomyces cerevisiae dans I’aliment sur les performances zootechniques,

certains parametres métaboliques et le statut sanitaire des veaux.

II. LIEU DE L’ETUDE

Notre travail a été réalisé a la station expérimentale RUMINANT de I’Institut Technique des
Elevages de Baba-Ali (ITELV).

I1I. PERIODE D’ETUDE

La période expérimentale s’est étalée sur 2 mois allant du 30 mai 2009 au 30 juillet 2009. Elle
était précédée par une période de 15 jours, correspondant a la phase d’adaptation des veaux a

leur habitat.

IVV. PERIODE PRE EXPERIMENTALE

D’une durée de 45 jours (du 15 avril 2009 au 29 mai 2009), cette étape était nécessaire a la

sélection et a I’homogénéisation des veaux qui feront partie de 1’essai.

IV.1. Commémoratifs de I’élevage

Au moment de I’étude, la station expérimentale RUMINANTS de 'ITELV comprenait un
effectif global de 65 veaux, de race PrimHolstein, Pie noire, Pie rouge, Brune des alpes, ainsi

que des veaux de race locale.

Chaque veau est identifi¢ a la naissance griace a une boucle plastique apposée a 1’oreille,
comportant un numéro a cinq chiffres et dispose d’une fiche signalétique regroupant toutes les
informations propres a ’animal : numéro d’identification, race, date de naissance, poids a la
naissance, numéro et race de la mere, ainsi que des remarques sur d’éventuels problémes

rencontrés au moment du part (souffrances feetales, diarrhées néonatales...).
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Dés la naissance, les veaux sont soumis a des contrbles vétérinaires réguliers. Les
observations (quantité de lait bue, maladies, traitements éventuels, poids) sont notées sur des
feuilles de suivis cliniques. Les animaux font 1’objet de vermifugations et de

vitaminothérapies systématiques.
IV.2. Répartition des animaux au sein de I’élevage

A la naissance, les veaux sont généralement laissés sous mere pendant trois jours, période
indispensable a la prise du colostrum maternel. Ils sont par la suite placés a la nurserie jusqu'a
I’age de 6 mois. La nurserie dispose de box individuels paillés (1,5 x 92cm) qui hébergent les
veaux ages de 3 jours a 3 mois, ainsi que des box collectifs paillés (3,35 x 3m) dans lesquels
les veaux sont placés a partir de 3 mois, a raison de 4 a 5 veaux par box, et ce jusqu'a I’age de

6 mois.

A six mois, les veaux sont déplacés vers un autre batiment appelé « Etable Jeunes Bovins » ou
ils résident dans des box individuels paillés (1,90 x 1,20m) et disposent également d’une aire

d’exercice.

Le devenir des animaux a ce moment dépend de leur sexe. En effet, les males sont engraissés
et vendus aux enchéres, alors que les femelles sont gardées au sein de ’institut et destinées a

la reproduction.
IV.3. Bilan initial

Afin de sélectionner les animaux qui feront partie de notre expérimentation, nous avons
commencé par déterminer le nombre total de veaux présents au niveau I’institut, et ce en date
du 15 avril 2009. Pour les 65 veaux disponibles a cette période, nous avons collecté toutes les
informations utiles a savoir: la date de naissance, le poids, et le sexe. Une pesée de
I’ensemble des veaux a été effectuée puis les animaux ont été classés d’abord par sexe puis
par age et poids croissants (pour chaque sexe). Les animaux trop agés ou ayant des poids
extrémes, ainsi que les veaux de race locale (faiblement représentés), ceux malades ou

présentant des anomalies pouvant interférer dans notre essai, ont été écartés.
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1V .4. Sélection des animaux et constitution des lots

Sur I’effectif total de 65 veaux, 36 ont été retenus pour cet essai : 18 males et 18 femelles. Ces
animaux ont été ensuite répartis en deux lots homogeénes (n=18) en prenant comme criteres de

tri, et par ordre de priorité : le sexe, I’age et le poids.

En pratique, les veaux ont été dans un premier temps répartis selon le critére « sexe » en
males et femelles. Au sein de chaque groupe, les veaux ont été classés en deux sous lots
d’ages et de poids les plus proches possibles, puis affectés de fagon aléatoire a I’'un des deux
lots expérimentaux : témoin ou supplémenté en levures. Les caractéristiques des veaux
sélectionnés pour les deux lots expérimentaux sont présentées dans le tableau 8 (voir chapitre

résultats).
IV.5. Homogénéisation des animaux

Avant le début de la supplémentation, tous les veaux sélectionnés sont placés dans les étables
disponibles qui leur serviront de logements pour toute la durée de I’essai. Ils y sont maintenus

entravés dans des box individuels, afin de maitriser les quantités ingérees.

Pour des raisons logistiques (nombre de box disponibles), tous les animaux de 1’essai (36
veaux) n’ont pas été placés dans le méme batiment d’¢levage. Cependant, afin que les
résultats ne soient pas biaisés par un « effet batiment », les animaux des deux lots (témoins et
supplémentés) ont été répartis de fagon homogéne entre les deux batiments, d’un point de
vue, poids, &ge et sexe ratio de chaque traitement. Les caractéristiques individuelles des
veaux placés dans les deux batiments d’élevage sont présentées dans les tableaux
suivants (Tableaux 5 et 6). Les poids et ages moyens de chaque lot au sein de chaque

batiment sont présentes dans la partie Résultats (page 54).
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Tableau 5 : Caractéristiques des veaux placés dans le batiment B1 au démarrage de

L’essai (jo) (Avant le début de la supplémentation)

N°

d’identification Sexe Age (j0) Poids (jO) | Batiment
29008 F 83 78,4 Bl
28027 F 197 169,2 Bl
28023 F 215 1954 Bl
28031 F 165 1444 Bl
28026 F 199 158,8 B1
28021 F 251 196,4 Bl
29009 F 80 83 Bl
29003 F 137 1544 Bl
29502 M 136 141 Bl
28524 M 166 161 Bl
28520 M 178 175 Bl
29508 M 62 94 Bl
28518 M 206 162,4 Bl
28526 M 157 141,2 Bl
28523 M 172 160 Bl
29506 M 87 120 Bl
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Tableau 6 : Caractéristiques des veaux places dans le batiment B2 au démarrage de

I’essai (jo) (Avant le début de la supplémentation)

N°
d’identification Sexe Age Poids Batiment
29004 F 118 143,2 B2
29002 F 138 110,4 B2
29001 F 179 149 B2
28024 F 206 181 B2
28033 F 154 151 B2
28029 F 183 150,4 B2
29006 F 102 128 B2
28028 F 186 156,2 B2
28030 F 172 153,6 B2
28032 F 163 152,2 B2
29503 M 123 145,2 B2
28525 M 160 139,6 B2
28522 M 175 178 B2
29501 M 146 141,6 B2
29505 M 107 111 B2
29507 M 77 117,4 B2
29504 M 121 147 B2
28527 M 156 138 B2
28521 M 177 161,6 B2
28519 M 196 168,8 B2
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V. PERIODE EXPERIMENTALE
V.1. Schéma expérimental

Afin d’étudier I’effet de la supplémentation de 1’aliment du veau en levures, deux traitements

expérimentaux ont été compare :
» Un Lot « Témoin » : veaux recevant un aliment sans aucun additif ;

> Un lot « Supplémenté » : veaux recevant le méme aliment que les animaux du lot

témoin, mais supplémenté avec la levure probiotique saccharomyces cerevisiae.

La durée de la supplémentation était de 60 jours. Le poids vif a été enregistré chaque semaine.

Les paramétres métaboliques sanguins ont été évalués a trois moments preécis :

» JO au début de la supplémentation ;
> J 30 en milieu de supplémentation ;
» J 60 en fin de supplémentation.

V.2. Alimentation
V.2.1. Composition de la ration de base
Tous les animaux sont nourris avec le méme aliment concentré de base (concentré jeunes
bovins JB, SARL Ain-Bessem ALIMENT) en quantités égales, supplémenté (lot levure) ou
non (lot témoin) en probiotique S.cerevisiae.
La quantité de fourrages distribuée (foin d’orge) est également identique pour les deux lots.
La distribution quotidienne de 1’aliment se fait de maniére manuelle, deux fois par jour, et

toujours a la méme heure (7H et 15H). La composition et les caracteristiques de I’aliment de
base sont décrites dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Composition et caractéristiques de la ration de base

Aliment concentré Taux % UF MAD (g/kg)
Mali's 56 0,616 36,4

Son 20 0,144 22

T. de soja 20 0,21 87,4
Calcaire 2

Phosphate bicalcique 0,5

Sels 0,5

CMV bovins 1

ADz;E traces

Total 100 0,97 145,8
Fourrage MS % UF MAD (g/kg)
Foin d’orge 97,4 0,49 43,02

UF : unités fourrageres, MAD : matieres azotees digestibles, MS : matiéres seches.

La ration distribuée a été calculé en tenant compte des besoins des animaux (entretien et
croissance). Cependant, les quantités de fourrage ont été¢ réajustées en cours d’essai, pour
satisfaire au mieux aux besoins croissants des animaux. Ainsi, au démarrage de 1’essai,
chaque veau a regu une ration composée de Skg de foin et de 2kg d’aliment concentré, servi
en deux repas. Les trois dernieres semaines, la quantité de foin a été augmentée a 6kg environ,

toujours servis en deux repas.

Les valeurs énergétiques (calculées) de la ration distribuée aux animaux sont présentées dans

le tableau suivant (tableau 8).

39



Matériels et méthodes /252
Tableau 8 : Valeurs énergétiques de la ration distribuée aux animaux
Aliment MS (%) UF MAD (g/kg) Brute (kg) MS (%) UF MAD (g/kg)
Jo - Jao
Foin d’orge 94,7 0,49 43,02 5 4,73 2,32 203,70
Concentré 96 0,97 145,8 2 1,92 1,86 280
Total 6,65 4,18 483,7
Jao - Jeo
Foin d’orge 94,7 0,49 43,02 6 5,70 2,80 244 .4
Concentré 96 0,97 145,8 2 1,92 1,86 280
Total 7,62 4,66 5244

UF: unités fourragéres, MAD : matiéres azotées digestibles, MS : matiéres séches.

V.2.1. Modalités de supplémentation en levure probiotique

Le probiotique utilisé est la souche de levures spécifique du ruminant Saccharomyces
cerevisiae CNCM-11077 (Collection Nationale de Culture de Microorganismes, Institut
Pasteur, Paris) qui est commercialisée sous le nom de LEVUCELL ® SN 20 par Lallemand

Nutrition Animale, France.
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1l s’agit d’un concentré de levure séche active dont la concentration est de 20.10° UFC/g de
Saccharomyces cerevisiae. La dose recommandé par le fabriquant est de 2.10'° UFC/téte/jour

soit, en pratique 10g/téte/jour.

Afin de s’assurer de la prise compléte de la dose préconisée, par animal supplémenté et par
jour, la levure est distribuée par top feeding, c-a-d que le concentré alimentaire du lot

supplémenté est saupoudreé tous les jours, de maniére individuelle, par les 10g de levure.
V.2.2. Abreuvement

Durant tout I’essai, I’eau a été distribuée ad libitum dans des bassines individuelles en
plastiques, régulierement nettoyées et remplies. En effet, la structure des batiments ne

permettait pas aux animaux 1’accés aux abreuvoirs automatiques.
V.3. Batiments d’élevage
Comme mentionné précédemment, les animaux ont été répartis sur deux batiments d’élevage :
V.3.1. Le batiment B1

Il s’agit d’un batiment couvert, d’une longueur de 30m et d’une largeur de Sm. Il est pourvu
de box individuels, de part et d’autres desquels se trouvent des couloirs de travail, facilitant la
distribution des aliments dans les auges, et permettant la manipulation des animaux en toute
sécurité (voir figure 4).

Ce batiment communique par une ouverture avec une autre surface, découverte qui sert aux
animaux d’aire d’exercice, et qui permet a 1’air et au soleil de pénétrer dans le batiment.
Celle-ci n’a pas été utilisée, les animaux ayant étaient maintenus entravés durant toute la

période de notre essai.
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Figure 04 : Aménagement du batiment B1

V.3.2. Le batiment B2

D’une superficie de 23x8m, ce batiment également couvert, comprend des box individuels

ainsi que des box collectifs, plus grands. L’aération et 1’éclairage de 1’étable sont assurés

grace aux fenétres situées sur les facades du batiment. (Voir figure 05).

23m
F F F ‘ »
Couloir de service
X
X X X X X X X X X X 8m
X | x| x| x|x X | x| x| x ‘ X ‘ N
X
Couloir de service Y>
F F Entrée

Figure 05 : Aménagement du batiment B2
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VI. MESURES REALISEES
VI1.1. Mesure des performances zootechniques
VI.1.1. L’ingéré alimentaire

La consommation des aliments (concentrés et fourrages) est évaluée par la mesure de la

quantité distribuée, puis de la quantité retrouvée dans les mangeoires (refus).

Quantité ingérée (kg) = quantité distribuée (kg) — Refus (kg)

En pratique, la disposition des box le long d’une mangeoire commune ne NOUs a pas permis de
calculer avec précision, les quantités de fourrage ingérées par chaque animal. Cependant,
durant toute la période d’essai, la totalité des rations distribuées était consommées. En ce qui
concerne I’aliment concentré, les modalités de sa distribution font que nous pouvons
déterminer avec exactitude la quantité ingérée par chaque animal, et la encore aucun refus

n’est noté.
V1.1.2. Mesure du poids
Le poids vif des veaux a été déterminé a plusieurs moments de I’essai :
= J-15 au début de la phase d’adaptation ;
= JO au premier jour de la supplémentation ;

= Chaqgue semaine pendant toute la durée de 1’essai.

La pesée est effectuée a chaque fois par le méme opérateur, a I’aide d’'un méme péese bétails

présent au niveau des étables.
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V1.2. Mesure des parametres sanguins
V1.2.1. Prises de sang

Les prélévements de sang ont été réalisés sur les 36 veaux, a trois moments precis :
- JO (début de la supplémentation) ;
- J30 (milieu de I’expérimentation) ;

- J60 (fin de I’expérimentation).

Les prélévements de sang sont réalisés a chaque fois le matin, sur des animaux a jeun, avant la
distribution de la ration. Le sang est collecté dans des tubes EDTA sous vides, par ponction de

la veine jugulaire. Le volume de sang prélevé est environ 10ml.

Immédiatement apres la collecte du sang, les échantillons sont transportés dans une glaciere
au laboratoire de biochimie de I’ENSV, centrifugés a 3000 tours/mn pendant 10mn puis ; a
I’aide d’une pipette, le plasma est séparé du culot et réparti dans 2 tubes Ependorff
préalablement étiquetés (date du prélevement et numéro d’identification du veau). Les
prélévements sont conservés au congélateur a -20° C jusqu’aux analyses ultérieures.

Les parameétres métaboliques mesurés dans cet essai sont les suivants :

- Lateneur plasmatique en glucose ;

- La teneur plasmatique en cholestérol ;
- Lateneur plasmatique en triglycérides ;
- Lateneur plasmatique en urée ;

- Lateneur plasmatique en créatinine ;

- La teneur plasmatique en protéines totales.

Toutes les analyses des parameétres biochimiques ont été réalisées au niveau du laboratoire de

biochimie de I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire.
V1.2.2. Dosage du glucose plasmatique

La mesure de la glycémie se fait a I’aide d’un kit de dosage commercial (Glucose/GOD-POD,

SPINREACT, SA, Espagne) (fiche technique en annexe).
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Principe : Le glucose présent au niveau de 1’échantillon est oxydé par la glucose

oxydase (GOD) en gluconate selon la réaction suivante :

GOD
Glucose+ 02 + H)O ——= Gluconate + H,0,

Le peroxyde d’hydrogene formé, réagit en présence de la peroxydase (POD) avec un

chromogene pour former un produit coloré :

POD
H.O,+ Phenol+ Aminophenazone ———— Quinone + H,0

L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la concentration du glucose dans le
milieu.

Le calcule de la concentration de 1’échantillon en glucose se fait de la maniére suivante :

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

A : Absorbance a la longueur d’onde de 505nm
C : concentration du standard = 100mg/dlI

Facteur de conversion : mg/dl x 0.0555= mmol/I

V1.2.3. Dosage du cholestérol plasmatique

Le dosage du cholestérol plasmatique est réalisé a I’aide d’un kit de dosage commercial
(Cholesterol/CHOD-POD. Enzymatic colorimetric, SPINREACT, SA, Espagne) (fiche

technique en annexe).

Principe : le cholestérol présent au niveau de I’échantillon génére un complexe coloré

selon les réactions ci-dessous :
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CHE
Cholestérol ester + HO ———~._  cholestérol + acides gras

CHOD
Choleterol + O, = 4-choletérone + 4 H,0,

POD
2 H,0, + Phénol + Animiphenazone ——— Quinonimine + 4 H,0

La concentration plasmatique du cholestérol est calculée selon la formule suivante :

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

A : Absorbance a la longueur d’onde de 505 mn
C : Concentration du standard = 200 mg/dl
Facteur de conversion : mg/dl x 0.0258 = mmol/I

V1.2.4. Dosage des triglycérides plasmatiques

Le dosage des triglycérides est effectu¢é a Dl’aide d’un kit de dosage commercial
(Triglycérides/GPO-POD. Enzymatic colorimetric, SPINREACT, SA, Espagne)

(fiche technique en annexe).

Principe : les triglycérides présents au niveau de 1’échantillon sont hydrolysés, en

présence d’une lipoprotéine lipase (LPL), en glycérol et acides gras libres (AGL).

LPL
Triglycérides + H,O0 —~ Glycérol + AGL
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Le glycérol libéré réagit avec la glycérol kinase (GK), et leur produit réagit lui-méme avec la
glycérol-3-phosphate oxydase, libérant ainsi le peroxyde d’hydrogéne H,O, dont la

concentration est mesurée.

GK
Glycérol + ATP ———— Glycérol-3-phosphate + ADP

GPO
Glycérol-3-phosphate + O, —=— Dihydroxyacetone-P + H,0,

POD
H.O, + Aminophenazone + p-chlorophenol ———= Quinonéimine + H,0

La concentration plasmatique des triglycérides est calculée comme suit :

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

A : Absorbance a la longueur d’onde de 505 mn
C : Concentration du standard = 200 mg/dl

Facteur de conversion : mg/dl x 0.0113 = mmol/l
V1.2.5. Dosage des protéines totales
Le dosage de la teneur plasmatique en protéines totales est réalisé a I’aide d’un kit de dosage

commercial (Total protein/Biuret. Colorimetric, SPINREACT, SA, Espagne) (fiche technique

en annexe).
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Principe : En milieu alcalin, les proté€ines présentent au niveau de 1’échantillon
réagissent avec des ions cuivre pour former un complexe coloré. L’intensité de la coloration
est proportionnelle a la concentration des protéines totales présentes au niveau de

I’échantillon.

La concentration de I’échantillon en protéines se mesure par la formule suivante :

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

A : Absorbance a la longueur d’onde de 540 mn

C : Concentration du standard = 7 g/dl

V1.2.6. Dosage de la créatinine plasmatique

Le dosage de la créatinine plasmatique est réalisé¢ a 1’aide d’un kit de dosage commercial
(Créatinine/Jaffé. Colorimetric- Kinetic, SPINREACT, SA, Espagne) (fiche technique en
annexe).

Principe : la créatinine présente au niveau de 1’échantillon réagit par des picrates de
sodium pour former un complexe rouge.
L’intervalle de temps choisi entre les deux dosages permet d’éviter les interférences qu’il

pourrait y avoir avec les autres constituants de 1’échantillon.

Le calcul de la concentration de 1’échantillon en créatinine se fait par la formule suivante :

A A Echantillon X  C Standard =  C Echantillon (mg/dl)
A A Standard
AA=A2-Al Facteur de conversion : mg/dl x 88.4 = pumol/I

A : Absorbance a la longueur d’onde de 492 mn C : Concentration du standard = 2 mg/dl
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VI1.2.7. Dosage de I’urée plasmatique

Ce dosage est effectué a 1’aide d’un kit de dosage commercial (Urea/Berthelot, SPINREACT,

SA, Espagne) (fiche technique en annexe).

Principe : I'urée présente au niveau de 1’échantillon est hydrolysée en amoniaque
(NH4" et en CO,. . Les ions NH4 réagissent avec le salicylate et le NaCLO pour former de
I’indophenol vert.

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration de I’urée dans 1’échantillon.

Uréase

Urée + H.O —~ (NH4+)2 + CO2

Nitroprusside

La concentration de 1’urée est calculée selon la formule suivante :

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

A : Absorbance a la longueur d’onde de 580 mn
C : Concentration du standard = 50 mg/dl

Facteur de conversion : mg/dl x 0.1665 = mmol/I

V1.3. Evaluation du statut immunitaire des veaux

Afin d’évaluer l'effet de la levure probiotique sur le statut immunitaire des veaux, des

prélevements de sang ont été réalisés sur 20 veaux choisis parmi les 36 faisant partie de
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I’essai. La sélection des animaux s’est faite de fagon aléatoire, et les prélévements ont été

effectués a deux moments de I’essai :

- Jo (début de la supplémentation) ;

- J60 (fin de la supplémentation).

De méme que pour le dosage des parametres métaboliques sanguins, les prélevements de sang
sont realises le matin avant la distribution de la ration. La prise de sang est effectuée au
niveau de la veine jugulaire, et le sang est collecté dans des tubes EDTA. Les analyses sont
faites immédiatement sur sang frais. Le statut immunitaire des veaux a été effectué au niveau
du laboratoire d’immunologie de ’Hopital MUSTAPHA PACHA.

VI1.3.1. Mesure du taux d’hématocrite

Dans un tube capillaire rempli de sang centrifugé (15 000 t/minute pendant 5 minutes, micro-
centrifugeuse a hématocrite—JOUAN), la hauteur de la colonne d’hématies et la hauteur totale
du sang contenu dans le tube sont mesurées a 1’aide d’une régle de lecture.

L’hématocrite correspond au rapport du volume des érythrocytes sur le volume sanguin total
et s’exprime en %.

V1.3.2. Dosage de I’hémoglobine

L’hémoglobine est mesurée a 1’aide d’un kit selon la méthode colorimétrique de DRABKIN
(cyan méthémoglobine).

Le dosage quantitatif de I’hémoglobine (Hb) dans le sang total est effectué¢ aprés une réaction
de 3 minutes a température ambiante. La lecture se fait a ’aide d’un spectrophotometre (LKB

Novastec), a la longueur d'onde de 540nm.

Le taux d’Hémoglobine est calculé comme suit:

Teneur d'hémoglobine (g/dl) = DO s40nm X 36,77

DO: Densité optique
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V1.3.3. Numération des globules blancs

La méthode de comptage des globules blancs se fait a I’aide d’une pipette de dilution graduée
pour leucocytes (pipette de THOMAS). Le sang est dilué au 1/20°™ avec du liquide de Tiirck.
La lecture de la solution est réalisée en cellule de MALASSEZ. Le comptage se fait a 1’aide
d’un microscope optique (Bentley Observer 50) avec 1’objectif 40, sur un nombre N de

leucocytes dans 5 bandes horizontales.

Le nombre de leucocytes par mm? de sang est calculé comme suit :

Nombre de leucocytes /mm3 de sang = N x 2 x 20 leucocytes /mm3

V1.3.4. Formule leucocytaire

Pour déterminer la formule leucocytaire, une coloration MGG (May-Griinewald Giemsa est
effectuée. En pratique, les frottis réalisés sont fixés au méthanol pendant 5 min puis au May
Grlnewald pur pendant 3 min. Une quantité d'eau équivalente a celle du colorant utilisé est
alors ajoutée.

Aprés 2 minutes d'attente, la lame est rincée avec de I’eau tamponnée. Du Giemsa dilué au
1/10°™ avec de I’cau physiologique (préparé extemporanément), est ajouté a raison de 3 ml
pour chaque lame. Apres un temps d'attente de 20min, la lame est rincée 2 a 3 fois a l'eau
jusqu'a ce que la différenciation soit compléte. Aprés séchage, les lames sont examinées au
microscope (Bentley Observer 50) a I’objectif 100, avec utilisation de 1’huile d’immersion. La
zone du frottis ou les leucocytes et les hématies sont répartis régulierement et bien distincts,
est recherchée. Le comptage se fait par rapport a 100 cellules leucocytaires a I’aide d’un

leucodiff a 5 touches. Les résultats sont exprimés en % et en valeur absolue.
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VIl. METHODES STATISTIQUES

Les différents résultats sont décrits par la moyenne et I’erreur standard (SE) qui est calculée a
partir de la déviation standard (SD) selon la formule : SE = SD / n%® ou n est la taille de
I’effectif.

L’homogénéité de la variance entre traitements est vérifiée par le test de Bartlett, qui s’est
avére non significatif. Les résultats sont alors soumis a une analyse de variance a 3 facteurs
(ANOVA 3), a savoir :

v L’aliment distribué (témoin ou supplémenté en levure) ;
v Le sexe de I’animal (méles ou femelles) ;

v" Le batiment.

L’ANOVA 3 ne montre pas d’effet significatif du facteur « batiment », quelque soit le
parameétre considéré (voir tableau 08). De ce fait, les moyennes sont soumises a une analyse
de variance a 2 facteurs (ANOVA 2) afin de déterminer 1’effet de la supplémentation, et du
sexe sur les paramétres mesurés. Les différences entre traitements sont comparées a 1’aide du
test PLSD Fischer. Le seuil de signification choisi est de 5% (P<0,05).

Néanmoins, lorsque les valeurs de P sont inférieures a 0,15, les différences sont considérées

comme une tendance statistique.

Toutes ces analyses statistiques sont réalisées a 1’aide du programme Statview (Abacus

Concepts, 1996, Inc., Berkeley, CA 94704-1014, USA)
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Tableau 9 : Caractéristiques (moyennes + SE) des 2 lots expérimentaux au démarrage de 1’essai (Jo : début de la supplémentation)
Aliment Témoin Supplémenté
Sexe Males Femelles Males Femelles
Batiment Bl B2 Bl B2 Bl B2 Bl B2
Effectif (n =) 4 5 4 5 4 5 4 5
Age (j) 155 + 25 145+ 21 167 £ 37 161+ 15 135 + 26 142 £12 165 + 29 159 £ 15
Poids vif (kg) 146 + 10 147+ 9 148 + 24 148 +5 143 + 18 143+ 11 147 £ 25 147 £ 11

Tableau 10 : Analyse de variance a 3 facteurs pour 1’age et le poids vif des animaux au démarrage de ’essai (Jo : début de la supplémentation)

Effets

Aliment (F1) Sexe (F2) Batiment (F3) F1*F2 F1*F3 F2*F3 F1*F2*F3
Age (j) 0,675 0,262 0,817 0,766 0,800 0,899 0,790
Poids vif (kg) 0,826 0,777 0,981 0,920 0,996 0,981 0,991
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I. CARACTERISTIQUES INITIALES DES ANIMAUX EXPERIMENTAUX

Comme decrit dans le chapitre « matériels et méthodes » (voir page 33) deux lots
expérimentaux homogeénes pour les criteres sexe, age et poids, ont été constitués (n=18), puis
répartis sur deux batiments. Un lot «témoin » (T) recevant une ration de base, et un lot
« supplémenté en levure » (L) recevant le méme aliment de base, supplémenté en levure
Saccharomyces cerevisiae a raison de 10g/animal/jour, et cela durant 60j. Ces deux lots

comportaient 9 males et 9 femelles chacun.

Au début de ’essai (Jp), les animaux (tout sexe confondu) avaient un &ge moyen de 157 + 25 j
pour le lot T et de 150 + 21 j pour le lot L, et un poids moyen de 147,2 + 8,2 kg pour le lot T
et de 144,9 + 10,5 kg pour le lot L. Ces variations entre les deux groupes (n = 18) ne sont pas
statistiquement différentes : P > 0,05. De méme, les moyennes d’age et de poids ne sont pas

différentes entre les deux batiments (tableau 9)
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Tableau 11: Effet de la supplémentation alimentaire en levure probiotique Saccharomyces cerevisiae sur le poids vif et le gain moyen quotidien

Aliment Témoin Supplémenté en levure ANOVA 2
SEM
Sexe Males Femelles Males Femelles Aliment Sexe Interaction
Poids vif (kg)
aJo 146,3 148,1 1429 146,9 9,3 0,813 0,763 0,913
aJis 154,5 156,5 153,7 157,3 10,1 0,999 0,787 0,934
aJ2l 158,4 160,7 158,5 162,0 10,1 0,948 0,778 0,954
aJ35 170,0 168,47 169,9 174,2 10,2 0,786 0,894 0,782
aJ42 174,8 173,2 176,4 180,3 10,2 0,679 0,913 0,795
aJs0 179,7 177,6 182,1 185,5 10,2 0,623 0,950 0,795
aJ60 189,9 185,3 193,2 196,0 9,5 0,485 0,925 0,708
Gain moyen quotidien (kg/j)
GMQ (jojeo) 0,73 0,62° 0,84° 0,82° 0,0 <0,0001 0,0061 0,0484
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Il. EFFETS DE LA LEVURE SUR LA CROISSANCE DES VEAUX

Les poids vifs et gains moyens quotidiens des veaux complémentés ou non en levure
probiotique, mesurés au cours de 1’essai, sont présentés dans le tableau 10 et illustrés dans les

figures 6 et 7.

L’analyse statistique (ANOVA a deux facteurs) ne révele pas d’effet significatif de I’aliment,
ou du sexe, sur les poids vifs des animaux, enregistrés au cours de la période de
supplémentation (de Jo & Jgo).

En effet, les variations de poids vifs ne dépassent pas les 0,2% aprés 15 et 21j de
supplémentation, et ce quelque soit le sexe. Au-dela (de Jss a Jgo), les poids vifs augmentent
de 4,5% chez les femelles et 1% chez les males, nourris avec 1’aliment complémenté en

Saccharomyces cerevisiae (P>0,45).

Si I’on considere I’effet de la supplémentation en levure sur le gain moyen quotidien entre Jo
et Jso, ’analyse statistique montre un effet hautement significatif du régime (P < 0,0001) et
du sexe (P<0,01) sur ce parametre. L’interaction de ces deux facteurs est également
significative (P < 0,05). Ainsi, I’apport de levure dans 1’aliment améliore la croissance de
15% (P < 0,001) et de 32% (P < 0,0001), respectivement chez les méles et les femelles,
comparativement a leurs témoins. Notons que 1’écart de GMQ entre males et femelles passe

de 18% chez les témoins, a 2% chez les lots nourris avec I’aliment contenant la levure.
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Figure 6 : Evolution du poids vif des veaux témoins et supplémentés en levure
Saccharomyces cerevisiae durant la période d’essai (Jo-Jso)
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Figure 7 : Gain moyen quotidien des veaux témoins et supplémentés en levure
Saccharomyces cerevisiae durant la période d’essai (Jo-Jgo)
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Tableau 12: Effet de la supplémentation alimentaire en levure probiotique Saccharomyces cerevisiae sur la glycémie des veaux males et
femelles (moyennes ; n=9 ; SEM : erreur standard moyenne)

Aliment Témoin Supplémenté en levure ANOVA 2
SEM
Sexe Males Femelles Males Femelles Aliment Sexe Interaction
Glycémie (g/l)
aJo 0,752 0,743 0,705 0,742 0,023 0,323 0,568 0,336
aJ30 0,758 0,722 0,739 0,737 0,020 0,937 0,366 0,424
aJe0 0,370b 0,397ab 0,411% 0,405% 0,011 0,025 0,289 0,119
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I11. EFFETS DE LA LEVURE SUR LES PARAMETRES METABOLIQUES
I11.1. Effets sur la glycémie

L’effet de la complémentation alimentaire en levure Saccharomyces cerevisiae sur les valeurs

moyennes de glycémie des veaux est présenté dans le tableau 11et la figure 8.

L’analyse de variance ne montre pas d’effet significatif du régime ou du sexe sur la glycémie
des veaux, mesurée a JO et a J30. En revanche, a J60, 1’effet de I’aliment devient significatif
(P <0,05).

Ainsi, nous pouvons observer que les teneurs plasmatiques en glucose sont trés proches pour
I’ensemble des animaux a JO et aprés un mois de supplémentation en levure (0,74 + 0,02). Par
contre, a la fin de ’essai (J60), la glycémie des males du lot L est supérieure a celle des
males du lot T (+ 11% ; P < 0,01) ; celle des femelles reste presque inchangée (+2% ; P =
0,60).

Soulignons qu’au sein du lot témoin, les males tendent a avoir une glycémie plus faible que
celle des femelles (- 7% ; P = 0,06) alors que les animaux supplémentés en levure ont des

glycémies comparables (écart non significatif de 1,5% entre méles et femelles).

Glycémie (g/l)

—— Témoins M
0,9 - -=A==Témoins F
—o— Levure M
08 - ==O==Levure F
0,7 -
0,6 -
0,5 -
04 -
0,3 . . |

Jo J3o Jeo Joursde l'essai

Figure 8 : Evolution de la glycémie (g/l) des veaux témoins et supplémentés en levure
Saccharomyces cerevisiae durant la période d’essai (Jo - Jgo)
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Tableau 13: Effet de la supplémentation alimentaire en levure probiotique Saccharomyces cerevisiae sur la cholestérolémie des veaux males et
femelles (moyennes ; n=9 ; SEM : erreur standard moyenne)

Aliment Témoin Supplémenté en levure ANOVA 2
SEM
Sexe Males Femelles Males Femelles Aliment Sexe Interaction
Cholestérol
(o)
aJo 0,682 0,661 0,653 0,63 0,020 0,1577 0,2924 0,9654
aJ30 0,651 0,722 0,699 0,715 0,026 0,4496 0,1157 0,3033
4 J60 0,487" 0,518% 0,577 0,499% 0,025 0,2087 0,4063 0,0601
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111.2. Effet sur le cholestérol

Les résultats relatifs a la cholestérolémie des veaux témoins et supplémentés en levure sont

présentés dans le tableau 12 et la figure 9.

Aucun effet significatif de 1’aliment ou du sexe, ni de I’interaction des deux, sur la teneur
plasmatique en cholestérol n’est observé a JO, a J30 et a J60.

Nous pouvons remarquer qu’a jo, les teneurs sériques du cholestérol des veaux témoins et
supplémentés sont comparables : 0,66 + 0,02

La cholestérolémie des males supplémentés en levure augmente de 7% (P= 0,20) par rapport
aux témoins, aprées 30 jours de supplémentation, et de 18,5% (P < 0,05) a la fin de ’essai.
Cette augmentation n’est pas retrouvée chez les femelles supplémentées en levure : écart

moyen de - 2,5%, entre J30 et J60, par rapport aux témoins.

Cholesterol (g/l) —a—Témoins M
0,9
—-—f—-Témoins F
—&— Levure M
0s | —=—O==Levure F
0,7
0,6
0,5 -
0,4 -
0,3 T ' '

Jo J30 J&0 Jours de I'essai

Figure 9 : Evolution de la cholestérolémie (g/l) des veaux témoins et supplémentés en levure
Saccharomyces cerevisiae durant la période d’essai (Jo-Jgo)-
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Tableau 14 : Effet de la supplémentation alimentaire en levure probiotique Saccharomyces cerevisiae sur les teneurs plasmatiques en
triglycérides des veaux males et femelles (moyennes ; n=9 ; SEM : erreur standard moyenne)

Aliment Témoin Supplémenté ANOVA 2
SEM
Sexe Males Femelles Males Femelles Aliment Sexe Interaction
Triglycérides
(o)
2J0 0,178 0,235 0,213% 0,203 0,008 0,885 0,0065 0,0002
aJ30 0,323 0,319 0,318 0,314 0,012 0,6653 0,7537 0,9909
4160 0,254" 0,273% 0,298° 0,261° 0,010 0,1209 0,408 0,0118
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D’apres nos résultats, les cholestérolémies enregistrées dans le lot témoin semblent plus
faibles chez les méles que chez les femelles (- 10% ; P = 0,07) a J30 et a J60 (- 6% ; P =
0,44). A D'inverse, dans le lot levure, I’écart de cholestérolémie entre males et femelles est

faible a J30 (- 2% ; P = 0,69) et devient plus important a J60 (+ 16% ; P = 0,05).
111.3. Effets sur les triglycérides

Les concentrations plasmatiques en triglycérides (TG) mesurées chez les deux lots au cours de

I’essai sont présentées dans le tableau 13 et la figure 10.

D’aprés I’analyse statistique, ’effet de 1’aliment sur le taux plasmatique des triglycérides
n’est pas significatif a JO et a J30, mais tend a I’étre a J60. Concernant le facteur sexe, son

effet est significatif a JO mais ne I’est plus a J30 et a J60.

Les valeurs initiales de TG des animaux du lot levure, sont significativement différentes
(P <0,01) de celles des témoins, aussi bien chez les males (+ 20% ;) que chez les femelles
(- 14%). Apres un mois de supplémentation en levure, ces écarts entre lots se réduisent
(- 2% en moyenne ; P = 0,76). A la fin de I’essai, le taux plasmatique de TG est
significativement plus élevé chez les males (+ 17% ; P < 0,01), mais pas chez les femelles
(-4% ; P =0,45).

Au sein du lot T, les valeurs plasmatiques de TG sont significativement plus faibles chez les

femelles par rapport aux méales au démarrage de I’essai. Cette différence n’est plus observée a

J30 (+1% ;P =0,83)eta J60 (- 7% ; P = 0,20).
Dans le lot L, les taux plasmatiques de TG sont comparables entre les males et les femelles a

JO et a J30 (ecart non significatif de 3% ; P > 0,5). En revanche a J60, ces taux deviennent

significativement plus importants chez les males par rapport aux femelles (+ 14% ; P < 0,05).
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Triglycérides
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Figure 10 : Evolution des teneurs plasmatiques en triglycérides (g/l) des veaux témoins et

supplémentés en levure Saccharomyces cerevisiae durant la période de 1’essai (Jo-Jeo).
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Tableau 15: Effet de la supplémentation alimentaire en levure probiotique Saccharomyces cerevisiae sur les teneurs plasmatiques en protéines
totales des veaux males et femelles (moyennes ; n=9 ; SEM : erreur standard moyenne)

Aliment Témoin Supplémenté ANOVA 2
SEM
Sexe Males Femelles Males Femelles Aliment Sexe Interaction
Protéines
totales (g/l)

aJo 60,04 60,33 59,53 61,24 1,77 0,9106 0,5842 0,6956
aJ30 64,54 69,25 65,29 66,76 1,84 0,648 0,11 0,3939
aJe60 63,12 65,87 62,64 63,56 1,84 0,4579 0,3285 0,6246
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I11.4. Effets sur les protéines totales

Les concentrations plasmatiques de protéines totales (PT), mesurées en début (jo), en milieu
(Jz0) et en fin (jeo) d’essai chez les veaux supplémentés, ou non en levure probiotiques, sont

rapportées dans le tableau 14 et la figure 11.

L’ANOVA ne montre aucun effet significatif du régime ou du sexe sur ce paramétre, quelque
soit le moment ou le dosage est effectué. En effet, au démarrage de la supplémentation, les
valeurs plasmatiques de PT sont quasi-identiques chez tous les animaux (60,38 + 1,77). Les
écarts observés aprés 30 et 60 jours de supplémentation en levure ne sont pas significatifs,

quelque soit le sexe (différence moyenne de 2%).

Protéines

totales (g/l) Temoins M
70 A ==&4==Témoins F
s’ Te~e —e— Levures M
--=--Levures F
65 -
60 -
55 1 T T 1
aJo aJ3o 3460 dJoursde l'essai

Figure 11 : Evolution des teneurs plasmatiques en protéines totales (g/l) des veaux témoins et

supplémentés en levure Saccharomyces cerevisiae durant la période de 1’essai (Jo-Jeo).
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Tableau 16: Effet de la supplémentation alimentaire en levure probiotique Saccharomyces cerevisiae sur 1’urémie des veaux males et femelles

(moyennes ; n=9 ; SEM : erreur standard moyenne)

Aliment Témoin Supplémenté ANOVA 2
SEM
Sexe Males Femelles Males Femelles Aliment Sexe Interaction
Urémie
(mg/dl)
aJo 0,200 0,203 0,194 0,206 0,206 0,835 0,3621 0,5524
aJ30 0,190ab 0,2042 0,192ab 0,177b 0,177 0,108 0,9395 0,0632
4 J60 0,142 0,13° 0,139% 0,138% 0,138 0,484 0,1171 0,1246
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111.5. Effets sur I’urémie

Les résultats concernant les teneurs plasmatiques de I’urée des veaux supplémentés, ou non en

levure probiotique sont présentés dans le tableau 15 et la figure 12.

Aucun effet significatif de la levure ou du sexe sur les valeurs sanguines de 1’urée n’est mis en
évidence par 1’analyse ANOVA. Notons cependant des tendances a la signification pour le

facteur aliment a J30, et pour le facteur sexe a J60.

Au démarrage de ’essai (Jp), les valeurs d’urémie sont comparables entre les lots T et L
(0,20 £+ 0,01). Par la suite, I’apport de levure durant 30 jours n’a pas modifié ce paramétre
chez les males (0,191 + 0,006 en moyenne), mais I’a significativement réduit chez les
femelles (-13% ; P < 0,05). Cette diminution d’urémie n’est plus observée a la fin de 1’essai

(écart non significatif de 6% par rapport aux femelles témoins ; - 2% pour les méles).

Concernant les écarts d’urémie entre sexe au sein des deux lots, nos résultats montrent qu’il
n’y a pas de différences significatives a JO et a J30. Par contre a la fin de 1’essai, nous notons
un écart significatif de 1’urémie entre les femelles et les males témoins (+ 9% ; P < 0,05) ;

cette différence n’est pas observée dans le lot supplémenté en levure.

Urée (mg/dl)
0,3 - —a— Témoins M

-=f==Témoins F
—e— Levure M
-=O=-Levure F
0,2
0,1 T T 1
aJdo aJso 3 Jego dJoursde I'essai

Figure 12 : Evolution de ’'urémie (mg/dl) des veaux témoins et supplémentés en levure
Saccharomyces cerevisiae durant la période de I’essai (Jo-Jgo).
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Tableau 17 : Effet de la supplémentation alimentaire en levure probiotique Saccharomyces cerevisiae sur la créatinémie des veaux males et
femelles (moyennes ; n=9 ; SEM : erreur standard moyenne)

Aliment Témoin Supplémenté ANOVA 2
SEM
Sexe Males Femelles Males Femelles Aliment Sexe Interaction
Créatinémie
(mg/dl)

aJo 7,715 7,77 7,383 7,028 0,362 0,1587 0,6884 0,5854

4J30 11,545° 13,498° 12,072 12,714%® 0,402 0,7523 0,003 0,1147

4 J60 7,859" 8,447° 10,7032 7,945" 0,389 0,0053 0,0092 0,0002
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111 .6. Effets sur la créatinémie

Les valeurs relatives a la créatinémie des veaux témoins et supplémentés en levure

probiotique sont présentées dans le tableau 16 et la figure 13.

L’analyse de variance ne révele pas d’effet significatif de I’aliment ou du sexe sur le taux
plasmatique de la créatinine au démarrage de 1’essai. A J30, seul le facteur sexe a un effet

significatif, alors qu’a J60 nous notons un effet significatif des deux facteurs sur ce parametre.

Ainsi, a JO, les taux plasmatiques de créatinine sont en moyenne de 7,47 + 0,36 mg/dl entre
les différents lots. Ces taux ne sont pas significativement modifiés apres 30 jours de
supplémentation en levure. En revanche, ils sont significativement augmentés chez les males
a la fin de I’essai (+36% par rapport aux males témoins ; P < 0,0001). Cette augmentation

n’est pas enregistrée chez les femelles (-6% par rapport aux femelles témoins ; P = 0,37).

En comparant les réponses des méles et femelles au sein de chaque lot, nous pouvons
constater qu’a J30, 1’écart significatif de la créatinémie entre les males et femelles témoins
(-14% ; P<0,01) n’est pas observé au sein du groupe supplémenté (variation non significative
de 5%). A Tinverse, a J60, les males supplémentés en levure présentent des teneurs
plasmatiques en créatinine significativement plus élevées que celles des femelles du méme lot
(+35% ; P<0,0001) alors qu’aucune variation significative n’est notée entre les males et les

femelles témoins (différence de 7% ; P = 0,30).
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Creatinine
plasmatique

4?9“) —— Teémoins M
—=—&==Temoins F
—e— Levure M
777777 Levure F
0,3
0.2
0.1

1
JO J30 J60 Jours de lN'essail

Figure 13 : Evolution de la créatinémie (mg/dl) des veaux témoins et supplémentés en levure

Saccharomyces cerevisiae durant la période de ’essai (Jo-Jgo).
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Tableau 18 : Effet de la supplémentation alimentaire en levure probiotique Saccharomyces cerevisiae sur la teneur en globules blancs des veaux
maéles et femelles (moyennes ; n=5; SEM : erreur standard moyenne)

Aliment Témoin Supplémenté ANOVA 2
SEM
Sexe Males Femelles Males Femelles Aliment Sexe Interaction

Globules blancs

(10%mm?®)
alJo 7,98 7,33 8,08 7,14 0,39 0,917 0,065 0,728
aJeo 7,66 9,60 8,51 8,07 0,52 0,548 0,189 0,046
Lymphocyte(%)
alo 57,60 54,68 61,28 57,38 2,28 0,211 0,183 0,844
aJeo 55,12 59,39 60,00 60,50 9,23 0,233 0,339 0,447

Monocytes (%)
aJo 16,12 16,15 15,30 16,78 0,81 0,912 0,385 0,404

aJ60 16,22 15,95 15,90 16,17 0,97 0,966 0,997 0,801
Neutrophiles (%)

aJo 25,88 28,66 25,42 26,54 1,81 0,489 0,300 0,655

aJ60 30,30 24,79 24,50 23,25 2,07 0,114 0,143 0,347
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IV. EFFETS DE LA LEVURE SUR LE SYSTEME IMMUNITAIRE

IV.1. Effets sur les globules blancs

Les résultats relatifs a la teneur du sang en globules blancs (GB) mesurés chez les veaux

témoins et supplémentés en levure, sont présentés dans le tableau 17 et la figure 14.

D’apres I’analyse statistique, I’effet de I’aliment sur la teneur du sang en globules blancs n’est
pas significatif ni a Jo ni a Jgo. En ce qui concerne le facteur sexe, son effet sur ce paramétre
tend a étre significatif au démarrage de I’essai (P = 0,07) mais cette tendance disparait a Jgo.

Une interaction significative des deux facteurs est également observée a Jgo (P = 0,046).

Ainsi, nous pouvons remarquer qu’a Jo, les teneurs sanguines en globules blancs des lots
expérimentaux ne sont pas statistiguement différents : écart de 1% en moyenne entre les lots
T et L (P > 0,75). Aprés deux mois de supplémentation en levure, cet écart entre lots
s’accentue. Ainsi chez les males supplémentés, les teneurs sanguines en GB semblent
supérieures a celles des males témoins (+11% ; P = 0,29), alors que chez les femelles
supplémentées, celles-ci tendent a étre plus faibles par rapport aux témoins (-16% ; P = 0,07).

Si I’on compare les valeurs mesurées de GB chez les males et les femelles au sein de chaque
lot, nous pouvons constater, qu’a Jo, les males présentent des teneurs supérieures en GB
comparativement a celles des femelles : +13% dans le lot L (P = 0,12) et +9% dans le lot T
(P =0,27). A I’inverse, a Jgo les méles supplémentés en levure ont des valeurs comparables a
celles des femelles, alors que les males témoins présentent des teneurs en GB

significativement plus faibles que celles des femelles (-20% ; P < 0,05).
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Globules —— Témoins M
blancs (g/l)
-=f=-=-Témoins F
10,00 -
—®— Levure M
—-=—0==Levure F
9,00 -
8,00 -
7,00 -
6,00
5,00 ' '

JO J60 Jours de I'essai

Figure 14 : Evolution des teneurs sanguines en globules blancs (g/l) des veaux
témoins et supplémentés en levure Saccharomyces cerevsiae

au démarrage (Jo) et la fin de I’essai (Jo)

IVV.2.Effets sur les lymphocytes

L’effet de la complémentation alimentaire en levure Saccharomyces cerevisiae, sur la teneur

sanguine en lymphocytes est présenté dans le tableau 17 et la figure 15.

Aucun effet significatif du régime ou du sexe, et aucune interaction des deux n’est observé,
sur le pourcentage de lymphocytes sanguins, ni au début ni a la fin de I’essai.

En effet, a Jo des écarts non significatifs sont relevés entre les différents lots (variation
moyenne de 5,5%). Aprés deux mois de supplémentation en levure, la teneur sanguine en
lymphocytes chez les méles tend a étre plus élevée que celle mesurée chez les males témoin
(+9% ; P = 0,17). Cette tendance n’est pas retrouvée chez les femelles supplémentées

comparées aux femelles témoins (+2% ; P = 0,75).
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Par ailleurs, notons que, dans le groupe témoin, I’écart entre le pourcentage de lymphocytes
sanguins des males et celui des femelles est de 5% (P = 0,41) a Jo et de -7% (P = 0,23) & Jeo.
En revanche, dans le groupe supplémenté en levure, la faible variation observée a JO en faveur

des méles (+7% ; P = 0,28) disparait a Jso (écart de 1% entre méles et femelles ; P = 0,89).

Lymphocytes
(%) —— Témoins M
70,00 1 -=n==Témoins F
—o— Levure M
--0=-Levure F
—
60,00 - o
50,00 .

J0 J60 Jours de l'essai

Figure 15 : Evolution des teneurs sanguines en lymphocytes (%) des veaux
témoins et supplémentés en levure Saccharomyces cerevsiae

au démarrage (Jo) et la fin de I’essai (Jgo)

1VV.3. Effet sur les monocytes

Les valeurs relatives a la teneur du sang en monocytes, suite a la supplémentation alimentaire

en levure sont présentées dans le tableau 17 et la figure 16.

L’analyse de variance ne révele aucun effet significatif de 1’aliment ou du sexe sur le
pourcentage de monocytes sanguins.

En effet, au démarrage de I’essai, les valeurs des monocytes sanguins sont quasi-identiques
chez tous les animaux (en moyenne 16,09 * 0,81%). Apres 60 jours de supplémentation en

levure, les écarts observés ne sont pas significatifs, et ce quelque soit le sexe ou I’aliment.
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18,00 - —&— Teémoins M
-=A=-=-Témoins F
—ea— Levure M
= —— -—-O--Levure F
16,00 -
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12,00 . |
JO J60 Jours de l'essai

Figure 16 : Evolution des teneurs sanguines en monocytes (%) des veaux
témoins et supplémentés en levure Saccharomyces cerevsiae

au démarrage (Jo) et la fin de I’essai (Jgo)

I1V.4. Effets sur les neutrophiles

Les pourcentages de neutrophiles sanguins, mesurés chez les animaux des deux lots au cours

de I’essai sont présentées dans le tableau 17 et la figure 17.

L’ANOVA ne montre pas d’effet significatif du régime ou du sexe sur le pourcentage de
neutrophiles des veaux, mesurés a Jo. En revanche a Jgo, ’effet de ’aliment tend a étre
significatif (P = 0,11) ; il en est de méme pour ’effet sur sexe (P = 0,14).

Les valeurs initiales des neutrophiles sanguins ne sont pas significativement différentes entre
les lots L et T, aussi bien chez les veaux males (-2% ; P = 0,86), que chez les femelles
(-7% ; P = 0,42).
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A Jgo, I’apport de levure tend a réduire le pourcentage de neutrophiles chez les méales (-19% ;
P = 0,09) alors qu’il ne modifie pas celui des femelles (-6% par rapport aux témoins ; P =
0,62).

Au démarrage de 1’essai, au sein de chaque groupe expérimental, les males et femelles ont des
teneurs en neutrophiles comparables (écart non significatif de 7% en moyenne). A la fin de
I’essai, aucun écart significatif n’est observé entre les deux sexes dans le groupe supplémenté
en levure, alors que chez les témoins, les méles présentent des pourcentages en neutrophiles

Iégerement supérieures a ceux des femelles (+22% ; P = 0,09).

Neutrophiles
(%)

—&— Témoins M

35,00 - ——a--Témoins F
—e— Levure M
—-—O==Levure F

30,00

25,00

20,00 T 1

JO J&Oo Jours de I'essai

Figure 17 : Evolution des teneurs sanguines en neutrophiles (%) des veaux
témoins et supplémentés en levure Saccharomyces cerevsiae

au démarrage (Jo) et la fin de I’essai (Jgo)
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Tableau 19 : Effet de la supplémentation alimentaire en levure probiotique Saccharomyces cerevisiae sur la teneur en globules rouges
des veaux males et femelles (moyennes ; n=5; SEM : erreur standard moyenne)

Aliment Témoin Supplémenté ANOVA 2
SEM
Sexe Males Femelles Males Femelles Aliment Sexe Interaction

Globules rouges

(10%/mm?®)
alJo 4,03 3,93 3,92 4,05 0,22 0,990 0,941 0,610
aJ60 4,38 4,00 4,25 4,07 0,19 0,904 0,167 0,611
Hémoglobine
(9/)
alJo 10,32 9,88 9,74 10,38 0,40 0,929 0,817 0,208
a.J60 10,72 11,58 10,97 9,91 0,56 0,233 0,861 0,112
Hématocrite
(%)
alJo 21,75 23,49 21,17 23,32 0,66 0,631 0,022 0,797
aJe0 22,12 25,68 23,74 22,44 0,75 0,356 0,203 0,114
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IV.5. Effets sur les globules rouges

Les résultats relatifs au taux de globules rouges (GR) des veaux témoins et supplémentés en

levure sont présentes dans le tableau 18 et illustrés par la figure 18.

L’analyse statistique ne révele aucun effet significatif de 1’aliment sur la teneur sanguine en
globules rouges a Jo et a Jgo. De méme, il n’y a pas d’effet significatif du facteur sexe au

démarrage de I’essai, alors qu’une 1égére tendance statistique est notée a Jgo (P =0,17).

Ainsi, nous pouvons constater qu’au début de 1’essai, les teneurs du sang en globules rouges
des veaux témoins et supplémentés en levure sont comparables (3,98 £ 0,22 g/dl). Aprés deux
mois de supplémentation, les différences observées ne sont pas significatives, et les taux

sanguins de globules rouges restent trés proches (4,18 + 0,19g/dl).

Globules
rouges —a&— Témoins M
(10%/mm?3)

——f—=Teémoins F

5,00 + —e— Levure M
------ Levure F

4,00 -

3,00

2,00 T 1

JO J&0 Jours de I'essai
Figure 18 : Evolution des teneurs sanguines en globules rouges (10%mm?) des veaux

témoins et supplémentés en levure Saccharomyces cerevsiae

au démarrage (Jo) et la fin de 1’essai (Jg0)
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IV.6. Effets sur I’hémoglobine

Le tableau 18 et la figure 19 présentent les résultats concernant ’effet de la supplémentation

alimentaire en Saccharomyces cerevisiae sur I’hémoglobinémie des veaux.

L’analyse de variance ne montre aucun effet significatif de 1’aliment ou du sexe sur la teneur
sanguine en hémoglobine, que ce soit a Jo ou a Jgo. En effet, les valeurs d’hémoglobinémie
sont statistiquement comparables quelque soit le sexe ou le régime (en moyenne 10,08 + 0,40
g/dl). A Jgo, ’apport de levure tend a réduire le taux d’hémoglobine chez les femelles (-14% ;
P = 0,06) mais pas chez les méales (-3% ; P = 0,65).

Quelque soit I’aliment distribué, les écarts observés entre les teneurs d’hémoglobine chez les

males et les femelles ne sont pas statistiquement significatifs : +11% et -7%, respectivement

chez les méles supplémentés et chez les males témoins, par rapport aux femelles du méme lot.

Hémoglobine

(g/dl) —&— Témoins M
12.00 - —-=s==Témoins F
—&— Levure M
-=C==Levure F
10,00 -
8,00 T 1

JO J&o Jours de I'essai

Figure 19 : Evolution de I’hémoglobinémie (g/dl) des veaux témoins et supplémentés

en levure Saccharomyces cerevsiae au démarrage (Jo) et la fin de ’essai (Jg0)
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IV.7. Effets sur ’hématocrite

Les valeurs d’hématocrite mesurées en début et en fin d’essai chez les veaux témoins et

supplémentés en levure probiotique sont présentées dans le tableau 18 et la figure 20.

L’analyse de variance ne montre pas d’effet significatif de 1’aliment sur ce paramétre ni en
début, ni en fin d’essai. L’effet du facteur sexe se révele significatif a JO (P<0,05) mais pas a
J60.

Par ailleurs, nos données montrent, qu’en début de supplémentation, les valeurs initiales
d’hématocrite sont quasi-identiques entre les animaux des lots T et L, quelque soit le sexe
(écart non significatif de 1,7% en moyenne). A la fin de I’essai, ’apport de levure n’a pas
significativement augmenté 1’hématocrite chez les males (+7% ; P = 0,20), alors qu’il I’a
significativement réduite chez les femelles supplémentées (-13% ; P < 0,05). Si ’on compare
les valeurs d’hématocrite entre males et femelles, il apparait que ces derniéres présentent des
teneurs initiales supérieures a celles des males (+8% en moyenne) aussi bien dans le lot
témoin (P = 0,12) que dans le lot levure (P = 0,06). A la fin de I’expérimentation, les teneurs
d’hématocrite des males et des femelles supplémentés en levure deviennent comparables
(écart non significatif de 6% ; P = 0,30), alors que dans le lot témoin, les femelles ont des
valeurs d’hématocrite significativement supérieures a celles des males du méme lot (-14% ; P
<0,01).

Hématocrite (%)

30,00 —— Teémoins M
—=fr==-Temoins F
—e— Levure M
——O—- Levure F

25,00 -

20,00 -

15,00 T 1

Jo J60 Jours de I'essai

Figure 20 : Evolution de I’hématocrite (%) des veaux témoins et supplémentés en levure

Saccharomyces cerevsiae au démarrage (Jo) et la fin de I’essai (Jgp).
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Discussion générale

Notre expérimentation a évalué [I’intérét de 1’utilisation de la levure probiotique
Saccharomyces cerevisiae, sur les performances de croissance et 1’état sanitaire des veaux

élevés dans nos conditions locales.

*—Supplémentation en levure chez le veau :

Modalités du plan expérimental

La levure utilisée dans cet essai est un probiotique autorisé par la DSV (Directions des
Services Vétérinaires, Algérie). Il s’agit d’un concentré de levure seche, active,
specifiquement développée pour la nutrition des ruminants et correspondant a la souche

Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-1077 de [Iinstitut Pasteur de Paris (France).

La dose utilisée (10g/animal/jour) est celle recommandée par le fabriquant. Elle a été
distribuée quotidiennement, par « top-feeding » pour garantir la prise compléte de la dose, et
ce pendant 60 jours. Cette durée s’inscrit dans la moyenne des périodes déja testées par
d’autres auteurs (Cole et al. 1992 ; Kaldmae et al. 2007 ; Pinos-Rodriguez et al. 2007 ;
Magalhaes et al. 2008 ; Hucko et al. 2009). Des périodes plus courtes : 42j (Lesmeister et al.
2004) ou plus longues : 84j (Di Francia et al. 1997 ; Galvao et al. 2005 ; Quigley et al. 1992),
112j (Laborde, 2008) ou 294j (Titi et al. 1998) ont été également expérimentées (voir tableau
3 page 21).

Dans cet essai, la taille des lots expérimentaux était de 18 animaux, avec un sexe ratio
identique (9 males et 9 femelles par groupe) et des ages et poids vifs initiaux comparables
( 44j et 146 * 27kg respectivement). La taille de I’effectif a été imposée par le nombre de
box individuels disponibles au sein de la ferme expérimentale de I’'TELV. Ainsi, sur les 65
veaux mis a notre disposition, nous avons d’emblée écarté ceux dont les ages dépassaient les
255 jours au début de 1’essai, ceux ayant un état sanitaire insatisfaisant et ceux de race locale,

en minorité numérique.

Les études disponibles portant sur les veaux ne sont pas tres nombreuses, et les critéres

d’inclusion (age, poids et taille de 1’effectif) sont variables. C’est ainsi que 1’on retrouve des
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essais portant sur des veaux nouveaux nés [2+1j d’age (Seymour et al. 1995 ; Lesmeister et
al. 2004 ; Magalhaes et al. 2008) ; de 3 a 5j d’age (Quigley et al. 1992 ; Galvao et al. 2005 ;
Kaldmée et al. 2007 ; Pinos-Rodriguez 2008)], de jeunes veaux de 12 semaines (Quigley et

al. 1992)], mais aussi des bovins a 1’engrais (LAN , 2003).

En ce qui concerne la taille des effectifs, la encore les données disponibles sont variables.
En effet, certains ont utilisé des effectifs tres importants [512 veaux (Magalhdes et al. 2008),
255 (LAN, 2003)] alors que pour la plupart, le nombre d’animaux allait de 20 a 80, avec une
moyenne de 40 tétes. De ce fait, I’effectif utilisé dans la présente étude (36 animaux) s’inscrit

dans la moyenne retrouvée dans la littérature.

*—Supplémentation en levure chez le veau :

Pas d’effet sur I’ingéré

L’impact de la supplémentation en levure sur la quantité de matiére séche ingérée est
variable selon les études. Dans nos conditions expérimentales, les modalités de distribution du
fourrage (voir matériels et méthodes page 43) ne nous ont pas permis de chiffrer avec
précision, la quantité de matiere seche réellement ingérée, par chaque animal. Cependant, tout
au long de la période d’essai, la totalité de I’aliment présenté aux animaux était consommeée.
La consommation était au départ de 5kg/j (quantité permettant théoriquement de couvrir les
besoins des animaux), mais vers la fin de notre expérimentation, elle a été augmentée a
environ 6kg/j, et ce pour les deux lots expérimentaux (absence de refus). Ceci nous laisse
supposer que 1’incorporation de la levure a la ration des veaux pendant deux mois, n’a pas

modifié la quantité de matiére séche ingérée.

Des résultats similaires ont été rapportés chez des veaux, supplémentés pour une
méme durée par Kaldmae et al (2007) ; Magalhaes et al (2008) ; Hucko et al (2009). Il en est
de méme pour Quigley et al (1992) et Laborde (2008) qui ne rapportent aucune augmentation
de la matiére seche ingérée avec des periodes de supplémentation en levure plus prolongées :
84j et 112j respectivement. Seymour et al (1995) observent méme une baisse de I’ingéré des

veaux non sevrés, supplémentés en levure de biere durant 90 jours.
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A T’inverse, d’autres ¢études signalent une augmentation de la matiere séche ingérée

induite par I’apport alimentaire de levure. Ainsi, Pinos-Rodriguez et al (2007) rapportent une

augmentation significative (P < 0,05) de la consommation de matiére seche de veaux agés de

3 jours, supplémentés en levure CNCM 1-1077 (SC) jusqu'a 1’age de 60;j.

Cette augmentation est également retrouvée dans d’autres essais : Cole et al (1992), Di

Francia et al (1997) et Titi et al (2008) apres 57j, 84 et 294j de supplémentation

respectivement.

Ces différences de réponse a I’utilisation des probiotiques seraient liées a la variabilité des
types et doses de levures utilisées (Lesmeister et al 2004 ; Galvao et al 2005), a la
composition des rations distribuées (Wagner et al 1990)et aux animaux testés (race, ages)
(Seymour et al 1995)

*—Supplémentation en levure chez le veau :

Effets positif sur la croissance

Dans notre essai, la complémentation en levure a permis d’améliorer la croissance des
veaux et ce quelque soit le sexe. En effet, des augmentations significatives de prés de 24%
(P<0,01%) ont éte enregistrées au niveau des gains moyens quotidiens (GMQ) des animaux
apres deux mois de supplémentation. Notons que cette augmentation est plus prononcée chez
les femelles supplémentées (+32%, P < 0,0001) par rapport aux males du méme lot (+15%, P
< 0,001). A la fin de I’essai, les poids vifs des veaux recevant la levure étaient Iégérement
supérieurs a ceux des témoins, particulierement chez les femelles : +6% contre +2% chez les
males (P > 0,05).

Cette amélioration de la croissance est supérieure a celle retrouvée dans d’autres
études (LAN, 2003) : +7 a 10% de gain de poids (g/j) pour des durees de supplémentation
allant de 545 a 90j; +16% aprés 150j de supplémentation chez des bovins Charolais.
A T’inverse, aucun effet améliorateur de la croissance n’est induit par I’addition de levure
durant des périodes comparables (de 42 a 60j) dans les essais de Quigley et al (1992);
Kaldmae et al (2007) ; Pinos-Rodriguez et al (2007) ; Magalahes et al (2008) et Hucko et al
(2009). De la méme maniere, Titi et al (2008) ne rapportent pas d’augmentation significative
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de la croissance des veaux apres 294j de supplémentation en Saccharomyces cerevisiae. La
réponse des veaux, a une supplémentation alimentaire en levure semble varier avec la
composition de la ration (Wagner et al 1990), le taux d’incorporation de la levure (Lesmeister
et al 2004), ainsi que la souche de levure et la méthode de supplémentation (Galvao et al

2005).

Dans nos conditions, 1’augmentation du GMQ est deux fois plus importante chez les
femelles que chez les males. A notre connaissance, cet effet sexe-dépendant de la levure sur
la croissance n’a pas €té précédemment mentionné dans la littérature. En effet, dans toutes les
¢tudes disponibles portant sur I’impact de la levure sur la croissance, les résultats obtenus ne
discriminent pas la réponse des méles de celle des femelles (Laborde 2008 ; Pinos-Rodriguez
et al 2007 ; Galvao 2005 ; Leismeister 2004)

Nos résultats montrent que 1’addition de levure a permis d’améliorer significativement la
croissance des veaux, sans modifier leur ingéré. Ceci reflete une meilleure valorisation de la
ration permise par le probiotique, comme I’indique la littérature (Chaucheyras-Durand et al
2006). Selon ces auteurs, les levures permettent une optimisation du fonctionnement du

rumen grace a I’interaction avec la flore microbienne.

i—SuppIémentation en levure chez le veau :

Effets sur les parametres biochimiques

Dans notre essai, nous avons exploré I’impact de la supplémentation alimentaire en
Saccharomyces cerevisiae sur quelques parametres biochimiques du sang reflétant le statut

nutritionnel des animaux.

Les valeurs usuelles des différents parametres biochimiques sanguins varient d’un
auteur a D’autre (Tasker 1978 ; Vagneur 1992 ; Varriele 1999 ; Cuvelier et al. 2005 ; Plet
2007). Le plus souvent, ces valeurs sont connues pour les animaux adultes, et de rares
données concernant les jeunes sont disponibles (Doornenbal et al. 1988 ; Jain 1993 ; Smith
1996 ; Navetat et al. 2007). Pour interpréter nos résultats, les valeurs retenues comme

références sont celles présentées dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 20 : Valeurs usuelles de quelques paramétres biochimiques du veau

(Synthése de plusieurs auteurs)

Teneurs plasmatiques (g/l) Intervalle des valeurs usuelles®
Glucose 0,55-0,95
Protéines totales 60-76
Urée 0,1-0,25
Créatinine 0,012- 0,019

! Valeurs usuelles pour des animaux de méme tranche d’age

Dans notre essai, les valeurs de glycémie mesurées a 1’état initial sont comparables
entre les deux lots (0,74+0,02g/1) et ce quelque soit le sexe considéré. Elles se retrouvent en
majorité dans les plages de valeurs normales de glycémies des veaux rapportées dans la
littérature (0,55 a 0,95¢/l, Navetat et al. 2007). Apres un mois de supplémentation en levure,
les teneurs plasmatiques en glucose restent quasi-inchangées. En revanche, a la fin de 1’essai,
les glycémies baissent pour I’ensemble des lots : 0,41+0,01g/l en moyenne pour le lot
supplémenté et 0,38+0,01g/l en moyenne pour le lot témoin. Cette baisse de glycémie pourrait
étre liée a la chaleur ambiante enregistrée en fin d’essai (température ambiante moyenne de

30°C au mois de juillet 2009).

Si ’on considére les glycémies enregistrées apres deux mois de supplémentation en
levure, il apparait que cette derniere augmente significativement les taux circulants de glucose
surtout chez les males (+ 11%, P < 0,01). Klibs et al. (2005) rapportent aussi une élévation
significative de la glycémie des veaux suite a ’addition de S. cerevisiae, concomitante a celle
de la consommation alimentaire. Des résultats similaires sont également rapportés chez la
vache supplémentée en levure par plusieurs auteurs : Piva et al. (1993): +6% (P<0,18);
Nocek et Kautz (2006) : +15% (P<0,05) ; Boudjenah (2008) : +9% (P<0,19).

Par contre dans d’autres essais menés chez le veau (Quigley et al. 1992 ; Magalhaes et
al. 2008) ou la vache laitiere (Putnam et al. 1997), aucune modification de la glycémie n’est
relevée lors d’ajout de levure dans I’aliment. La glycémie serait méme réduite (-39%), mais

de maniére non significative chez le bélier fistulé (Galip et al. 2006).
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La disparité de ces résultats pourrait s’expliquer par la nature de la ration distribuée, la

durée de la supplémentation en levure et peut étre, I’orientation métabolique différente selon

les productions (viande, lait) (Boudjenah 2008).

Dans nos conditions expérimentales, les teneurs plasmatiques de cholestérol mesurées chez
les veaux males supplémentés sont significativement augmentées a la fin de 1’essai. Cette

augmentation n’est pas observée chez les femelles du méme lot.

Le peu d’études disponibles, menées chez la vache laitiére (Piva et al. 1993; Boudjenah.,
2008) ou chez le bélier (Galip et al. 2006) n’indiquent pas de variations notables de la

cholestérolémie apres complémentation en levure probiotique.

Par ailleurs, nous constatons une augmentation significative des valeurs plasmatiques de
triglycérides induite par I’apport de levure pendant deux mois chez les males. Aucune étude
a notre connaissance, n’a évalué¢ I’impact de la supplémentation en levure sur les TG
plasmatiques chez le veau. En revanche, les rares études existantes mentionnent plutét une
réduction significative de ce parametre métabolique chez la vache en péripartum (Boudjenah,
2008) et chez le bélier (Galip et al. 2006) Les mécanismes impliqués dans ces variations

demeurent inconnus.

L’absence de données chez le veau ne nous a pas permis de comparer les teneurs
plasmatiques en cholestérol et en triglycérides, enregistrées au démarrage de notre essai (Jo),
avec celles usuellement retrouvées chez le veau. Il semble cependant, que les valeurs du
cholestérol soient Iégerement inferieures a celles enregistrées chez vaches laitieres (0,8-2,0
g/l) alors que les triglycérides se retrouvent dans les plages de valeurs décrites, toujours chez
la vache (0,08-0,23 g/l) (Plet 2007).

Dans la présente étude, I’incorporation de la levure a la ration des veaux n’a pas fait varier
les teneurs plasmatiques en protéines totales ou en urée mesurées a la fin de 1’essai. De méme,
Quigley et al. (1992) ne rapportent aucun effet de la culture de levure sur I’'urémie des veaux
lorsqu’elle est mesurée immédiatement avant, ou 4H aprés le repas, ainsi que Lesmeister et al.

(2004) concernant la protéinémie des veaux supplémentés. En revanche, une augmentation

87



Rl Y

Discussion générale 2%
des protéines totales plasmatiques et de I'urémie sont induites par la supplémentation
alimentaire en S.cerevisiae chez la vache laitiere (Abo et al. 1998 ; Iwanska et al. 1999 ;
Boudjenah 2008) et chez le bélier (Galip et al. 2006). Notons qu’au démarrage de 1’essai (Jo),
les teneurs plasmatiques en protéines totales (60g/l £1) et en urée (0,19¢/l £0,01) étaient tres

proches des valeurs de références du veau (cf tableau 20).

Par ailleurs, nous constatons, dans nos conditions, une augmentation significative de la
créatinémie apres 60j d’apport de levure chez les veaux males (+36%, P<0,001). Ce résultat

est en accord avec celui rapporté par Galip et al. (2006).

Il a été trouvé que les levures probiotiques stimulent chez la vache 1’activité microbienne et
augmentent I’utilisation de ’azote par la flore ruminale (Wallace, 1991). La concentration
d’urée dans le sang est intimement associée a I’efficacité avec laquelle la protéine alimentaire
est utilisée. Roseler et al. (1993) suggerent que les teneurs plasmatiques en azote uréique
seraient un indicateur de la dégradabilité des protéines dans le rumen et de I’apport protéique
post-ruminal. Dans notre essai, 1’efficacit¢ de 1’utilisation de 1’azote alimentaire chez les
veaux n’est pas modifiée par 1’apport de levure. Aucune hypothése ne peut étre avancée pour

expliquer ce résultat en raison de I’absence de données bibliographiques chez le veau.

*—Supplémentation en levure chez le veau :

Effets sur les parametres hématologiques

Comme pour les parameétres biochimiques, les données concernant les parameétres
hématologiques chez le veau sont peu nombreuses, et différent d’un auteur a 1’autre (Jain,
1986 ; Jain., 1993 ; Radostits, 2007). De maniere générale, les paramétres hématologiques
physiologiques d’un bovin doivent toujours étre interprétés avec précaution. En effet, ils sont
facilement influencés par des critéres d’ordre physiologique ou liés a la technique de
laboratoire. Ainsi, I’activit¢ musculaire, 1’alimentation et 1’abreuvement, la gestation et la
parturition, 1’altitude et I’dge de I’animal prélevé sont autant de facteurs influencant
I’hémogramme des bovins (Jain 1986 ; Poirecuite 1979). Les valeurs retenues dans notre essali

comme valeurs de références, sont présentées dans le tableau 21.
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Tableau 21: Valeurs usuelles de quelques parametres hématologiques du veau

(Synthése de plusieurs auteurs)

Parametre étudié Intervalle des valeurs usuelles®

Globules rouges (10%mm?® 8,5-10,5
Hémoglobines (g/dl) 9,7-12,7
Hématocrites (%) 32,1- 35

Globules blancs (10%/mm? 6-12
Lymphocytes (%) 45-75

Monocytes (%) 4-9

Neutrophiles (%) 15-45

1 . A A
Valeurs usuelles pour des animaux de méme tranche d’age

Dans la présente étude, la supplémentation alimentaire en levure n’a pas modifié les
paramétres hématologiques des veaux males supplémentés, en termes de taux de globules
rouges, d’hémoglobine ou d’hématocrite. Ces deux derniers parametres diminuent en
revanche chez la femelle. Les deux seules études disponibles, a notre connaissance, ne
mentionnent pas de variations significatives de 1’hématocrite ou de I’hémoglobine chez le
veau (Lesmeister et al 2004) ou chez le bélier (Galip et al 2006) supplémentés en levure.
Néanmoins chez ce dernier, I’hémoglobinémie semble étre plus faibles par rapport aux
témoins (Galip et al 2006).

Concernant les teneurs plasmatiques en globules blancs, aucune variation significative n’a
été enregistrée chez les veaux supplémentés, mis a part une légere diminution des
lymphocytes chez les femelles (- 16%, P=0,07) et des neutrophiles chez les males (-19%,
P=0,09). De la méme maniére, Galip et al (2004) indiquent I’absence d’effets significatifs de
la supplémentation en levure sur le nombre de globules blancs (leucocytes, neutrophiles,

lymphocytes).
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Conclusion et perspectives

Notre essai a permis de préciser, dans nos conditions locales, I’intérét de
I’incorporation de la levure probiotique Sacchromyces cerevisiae dans 1’aliment du veau, en

vue d’optimiser sa croissance et son état sanitaire.

La supplémentation alimentaire en levure, durant deux mois, n’a pas modifié¢ la
quantité de matiére séche ingérée mais a significativement amélioré la croissance des veaux,
traduisant ainsi une meilleure efficacité¢ de transformation de I’aliment, induite par la levure.
Notons, que dans nos conditions, 1’amélioration de la croissance induite par la levure est

moins marquée chez les méales par rapport aux femelles.

En paralléle, chez les veaux males, I’apport de levure a induit des variations du profil
métabolique, caractérisées par une augmentation significative des teneurs plasmatiques en
glucose, cholestérol, triglycérides et créatinine, sans toutefois modifier les paramétres
hématologiques (globules blancs, globules rouges). Ces résultats ne sont pas retrouvés chez
les femelles supplémentées, chez lesquelles seule une baisse notable de 1’hématocrite et de

I’hémoglobine est enregistrée.

Au vu de nos données, 1’usage de la levure semble intéressant dans nos conditions
d’élevage. Néanmoins, la confirmation de ces résultats nécessite la réalisation d’essais
ultérieurs sur des animaux plus jeunes (3z1j), en plus grand nombre (au-dela de 60 sujets) et
avec des rations de composition différente. D’autres essais devraient également tester
différentes doses de levure a incorporer. Enfin, I’effet sexe-dépendant de la levure sur la
croissance et les paramétres sanguins (métaboliques et hématologiques) observé dans notre

essai, mérite d’étre approfondi.
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SPINTROL H Normal and Pathologic (Ref. 1002120 and 1002210).

|rmmmmmmmmmmmuim

The intensity of the color formed is © the i Each ¥ GRS WA yen Choskly Cortrol schnss: and commacth
concentration in the sampde'+*. actions if controls do not meet the acceptable tolérances
CLINICAL SIGNIFICANCE
Triglycerides are fats that provide anergy for the cell. PEFELE SVALUES
mmmmmdﬁlmﬂwmw:oﬂsbyhnpmhﬂu Men 40 - 160 mg/dL
blood. A diet with @ lot of saturated fats or carbohydrates will raise the Women 35 - 135 mg/dL
riglyceride fevels, The i in serum irighycer are relatively non- = o
specific. For example liver dysfuncion from hepalitis, extra  1hese values are for sech ¥ shood e
hepatic biiary or , diabetes meliitus is dwilh  Ownreference range,
the increase "7, PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Giuaqnmummnmmm-mlmmm;nm ng range: From limit of 0.7 mgidL 1o Hnearity imit of 1000
Integrate clinical and other laboratory data. .
REAGENTS If the resuits obtained were greater than linearity limit, dilte the sample 1/2 with
R1 GOOD pH 75 Bimweit| | yuncn ety e ety 2
Buffer 2 mmolL

Lipoprotein lipase (LPL) 150000 WL =20 (n=20

Glyeerolkinase (GK) 500 UL Maan 118 216 118 1
R2 Glyceral-3-oxidasa (GPO) Y 2500 UL SD 0.67 0.94 217 2.9
Enzymes mm {POD) dn - ‘440 ui CV (%) 0.60 0.43 1.83 1.36

e Simmatl A o m&m SPINREAGT {y) did not show

rmans A reagents
TRIGLYCERIDES CAL mgidl e e differences when compared with other reagents (x).
The results abtained 50 samplas were the following:
PREPARATION Correlation coefficient {r): 0.996,
Working reagent (WR]: Dissolve { — ) the conlents of one vial R 2 Regression ¥=1.00x + 0.0743.
Enzymes into one battle of R 1 Buffer. mwdmmmmmmmmrm.
Ref: 1001310 Working reagent (WR). Dissoive { —» ) the contents of cne INTERFERENCES
vial R 2 Enzymes in 10 mL of R 1 Buffer. No interferences m,mer\nd' with bilirubin up to 170 pmolll and
hemoglobin up to 10 g/L*.

Cap and mix gently to dissolve contents.
WR stability: 6 weeks at 2.8°C or 1 week at room temperature (15-25°C), A st of “’h":'b::’ f"" :‘,m’;.ﬁ’.’:’“ Wih cholasierol
STORAGE AND STABILITY OTES

All the components of the kit are stable until the expiration date on the
mmmwmn:w.mmmm
prevenied during their use. Do nol use reagents over the

date.
TRIGLYCERIDES CAL
wmumwm|mmmmmwmmxu'c,
from light and during thair

P use.
Signs of reagent deterloration:
- Presence of pariicles and turbidity.

- Blank absorbance (A) al 505 nm > 0,14,

SAMPLES
Serum or heparinized or EDTA plasma’. Stability of the sample: 5
days &t 2-8°C |

-+« 1ecm light path
37°C 1 15-25°C
2. Adjust the instrument to zero with distilled water.

1. LCF {Lipid Clearing Factor) is integrated in the reagent.
2 MWhmeMImmh
automatic procedures. In these cases, it is recommended to use a
Calibrator.

serum >
3. Use clean disposable pipetie tips for ils dispensation.
4. SPINREACT has instruction sheets for several automatic
mmmmum-.mhmm
BIBLIOGRAPHY
1. Buccok G ef al
enzimes. Clin Chem 1973; 19 (5): 476-482.
Fossati P et al. Clin. Chem 1882; 28(10); 2077-2080,
Kaplan A et al. Tryghycerides. Clin Chem The C.V, Mosby Co. S1 Louis, Toronio.
Princeton 1884; 437 and Lipids 1194-12086.
Young DS Effects of drugs on Clinical Lab, Tests, 4th ed AACC Press, 1995
Young DS, Eflects of disease on Clinical Lab, Tests, 4th ed AACC 2001,
Burtia A & al. Tietz Texbook of Clinical Chemistry, 3rd ed AACC 1099,
Tietz MW et al. Clinical Guide ko Laboratory Tests, 3d ed AACC 1965

of serum by use of

N@maa W

PACKAGING
Ref: 1001310 Sx10mL
Raf: 1001311 10% 20 mL
Ref: 1001312 Ei 10 x 50 mL.
Ref. 1001313 4 %125 mL
Ref: 1001314 4 x 250 mL

Caloma, 7 E-17176 SANT ESTEVE DE BAS (GI) SPAN
senmacfspinresct com

hm,smmm
Tel. +34 572 59 08 00 Fax +34 572 63 00 99, g-mak:



C€ TOTAL PROTEIN

SPINREACT
Total protein
Biuret. Colorimetric
Quantitative determination of total protein 4. Mix and incubate 5 min at 37°C or 10 min at room temperature.
o 5. Read the absorbance (A) of the samples and Standard, against the
Blank. The colour is stable for at least 30 minutes.
Store at 2-8°C
CALCULATIONS
PRINCIPLE OF THE METHOD A
Proteins give an intensive violet-blus complex with copper salts in an —Jsﬂ&u(smmm;-yadmumaawsm
alkaline medium. lodide is | as an {A)Standard
mmwunmfamuwhuwm
concentration in the sample’. QUALITY CONTROL
Control sera are o monitor the perormance of

CLINICAL SIGNIFICANCE
The proteins are ilar  organic widely
mwmmmmq-ummmuwmm

recommended assay
procedures: SPINTROL H Nommal and Pathologic (Ref, 1002120 and
1002210),
xmmmu-ummmum.mum
il s o5

albumin and

The determination of total proteins is useful in the detection of
-Hummmhyhmmhhm
mamuhm«mw_

- Low protein level caused by h by an imp h

elements. The proteins of the serum are divide in two fracti
globulins

Eﬁammmumwnwmm
corrective actions if controls do not meet the acceplable folerances,

REFERENCE VALUES'
Adults: 6.6 — 8.3 gidL

or loss (as by hemorrhage) or prolein catabolism®”. Newbom: 5.2 - 9.1 g/dL
Cinical diagnosis should not be made on a single test result; it should These values are for ori P each lab y should -
integrate chinical and other laboratory data. its own reference range.
REAGENTS PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Sodium potassium tartrate 15 mmolL Wmmemuo.mmwMymdﬁ
R Sodium lodide 100 mmollL If the resuits obtained were greater than finearity fimi, diute the samle 172
Biuret Potassium iodide 5 mmolL mmnummmmwz.
Copper (i) sulphate 19mmolL | Precision:
Int:
TPROTEIN CAL | Boving albumin primary standard 7 g/dL e B e T e (0220)
) 0.04 .08 0.06 ).14
PREGAUTIONS CV(%) | os8 90 | 123 43
Copper (1) sulphate: Envi y dang (N): R52/53: Harmful -
to aquatic organisms, may cause long-term adverse effects in the Sensitivity: 1 g/dL = 0,07 A.
aquatic environmenl. m:mmmspmmmmm-mm
560: This and ils imust be di of as systematic mmmmwmm.
hazardous waste. 561: Avoid release 1o the environment. Refer to Th s obtained using 50 were the following
special data sheets, Carrelation coefficient (r): 0.9918.
ion equation: y= 1.0164x - 0.1264.
PREPARATION mmdmmmwmmmm
The reagents are ready to use.
INTERFERENCES
STORAGE AND STABILITY and lipamia'*

Mﬂwwdhnu-nmwm.awﬁ:ﬁmdmmm
MWWWMHBWMMMW

Awdmﬂmmm with total protein
NCes

Do not use reagents over the expiration date. NOTES
Signs of reagent : 1. Tmﬂwﬁmmmwmmmu
- of particles and turbidity. nature it can get contamined easily.
- Blank absorbance (A) at 540 nm > 0.22, 2 mmmwwmmammh
automatic procedures. In these cases, it s recommended to use a
ADDITIONAL EQUIPMENT serum Calibrator.
- Spectropt o color g at 540 nm, 3 Use clean disposable pipetie tips for its dispensation,
- Maiched cuvettes 1.0 cm light path, 4. SPINREACT has instruction sheets for several automatic
- General laboratory equipment. mmhmﬂm:mmmm
SAMPLES BIBLIOGRAPHY p
Serum or heparinized plasma’: 1. Koller A, Total serum protein. Kaplan A et al. Clin Chem The c.V.
Stability of the sample: 1 monih at refrigerator (2-8°C), Masby Co. St Louts. Toronto. Princelon 1984; 1316-1324 and 418,
2 YmDS.EMdMMWLab.TMM.dmm.
PROCEDURE 1995
1. Assay conditions: 3. Young N.EMMMMCWM.TM.‘M&MGC
Wavslengthe . ........ooooouii.... 540 {530-550) nm 2001,
Cuvette: -+« 1cm. light path 4, mauu_Tmrmmummmm.ﬁdumctm.
TOMDOTIND . 37°C 1 15-25°C 5, r-unwunmsummmmewnmcms.
2. Adjust the instrument 1o zero with distifled water,
3. Pipette into a cuvette: PACKAGING
| _Blank | Standard | Sampie | 21001291 cont | 2%250 mL
R (mL 1.0 1.0 1.0 o - I—J £
= - = 25 i
‘ —— ="
BSIS30-  Ed.2007

hmrm.mmre-mnm ESTEVE DE BAS (GI) SPAN
Tel. 434 572 60 08 00 Fax +34 972 85,00 99. e-mak: spinvmaciTapinenscs com



urea
Berthelot

Test enzimalico - colorimétrico- Método *Berthelot”,
Gm;wmazm.wmmmmhm

FUNDAMENTODEL METODO
Determinacidn enzimlica-colorimétrica de la urea segun la
siguiente reaccidn:

Urea+HO —Y8%__ oo L ony,

Ennmi‘nalcaﬂnoyanpmendadasalkﬁlabalﬁpoduﬁln
de sodio, los iones amonio reaccionan produciends un
compuesto de color verde cuya absorbancia se mide a 580
nm.

CONTENIDODEL EQUIPO
Reactivo 1 Tampén fostatos pH 6.7 50 mmallL
EDTA 2 mmol/L
Salicilato sédico 60 mmol/L
Nitroprusiato sédico 3.2 mmol/L
Reactivo 2 Hipoclorito sédico 140 mmol/L
% Hidréxido sddico 150 mmol/L
Reactiva 3 Ureasa 30000 U/L
Standard Sol. Urea 50 mg/dL
PREPARACIONY ESTABILIDAD \

Disolver un comprimido R.3 en un frasco de Tampdn R.1,
La estabilidad de esta solucién es de : 4 semanas a 2-8°C
6 1 semana a 15-25°C.

El reactivo R.2 est4 listo para su uso,

MUESTRA
Suero, plasma heparinizado.
Orina ; diluiria a 1:50 con agua destilada.

TECNICA
Blanco Standard M.neet-a—‘
R.1+AR3 1.0 mL 1.0mL 1.0mL
Standard - 10puL -
Muestra - - 10 ul

Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C & 10 minutos a
temperatura ambiente de 15-259C,

1.0mL

Reactivo 2 1.0mL 1.0mL

Mezclareincubar5 minutos a 37°C 6 10 min a temperatura
ambiente 15-255C,

Leer frente al blanco de reactivos a 580 nm. |
Coloracién estable a temperatura ambiente 30 min.

Cilculo
D-0pt. rsestra
D.0Pt. gianarg

¥ conc standard = conc muestra

mg/dL x 0.1665 = mmollL

Linealidad

Elmétouoealnaalhaﬂavmmzuunwm_
(33.33 mmol/L)

VALORESNORMALES

Suero : 15 - 45 mg/dL (2.49 - 7.49 mmoliL)

Orina : 20 - 35 gr/24 horas

NOTAS:
Usar preferentemente cubétas de pldstico desechables,

Bibliografia

Berthelot, MPE. Repert Chim. Appl. 2884 (1859)

Balleter, WG. Bushman, C.J. Tidwell, P.W. Anal. Cehm. 33, 592 (1961),
Fawcett, JK. and Scott, JE,, J. Ciin. Path,, 13, 156 (1960)
Weatherburn M W., Anal. Chem,, 39, 871 {1967)

CONTROLDECALIDAD
SPINTROL. Normal y patolégico.

Ed. 2002

)
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C€ | CREATINNE. |

Creatinina
Jaffé. Colorimétrico - cinético

Determinacién cuantitativa de creatinina
VD

Conservara 2.8°C

PRINCIPIO DEL METODO
Emﬂhm&m“hmhhmuﬂ
ummmem

La creatining reacciona &l picraio aicaing formanco un complio
mamumwmuhhnn:wmmm
Bran parte de las in‘erferencias conocidas. del método,
hmmmmuwlummm
sreafinina enla muesira ensayaca’.

SIGNIFIGADO CLINICD
umuﬂm&hmanmh
components de lns milacslos y pusde cor bansfermada en ATP, fugne
e energia para las células
umnmwuumuum

REACTIVOS
R1

11,5
i Acido pierico & mmollL
R2
i Hidréwido stdics 0,29 molL
CREATININE CAL | Patién primarin srimen de Creatining 2 mgldl.

PRECAUCIONES
mmmmm:mw;umsnsnmm
mmhm“u“&mmmrmn
miedico. Bl‘hatl.lmmmrmn-y ojos. 545; En
mﬁmnm.mmmum

PREPARACION
mmampmn:uumrmmmmun 1 Reactiva
Picricoa y de R 2 Reactivo Alcalinicanie.

Estabilidad delreaciivo de Irabajo: 10 dias a 15-25°C.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD
Tmmmmmnmm.mhmn
caducidad Indicads en la eliquets, cuando s2 mantienen los frescos
mmam.wmuuuynmm
mﬂmhmﬂouummunhhbunhdm
CREATININE CAL

Una vez abier, es estable 1 mes sl sa mantiensn log visles bien
m::w.mnnhyummw.
Indcadores de deterioro de los reactivos:
—mm.mru‘bm

- Absorbancia (A) del Blanco a 482 nm 2 1,80,

MATERIAL ADICIONAL

- Espectrafotomelro o analizador para lestiras a 462 nm.
- Cubetas de 1.0 cm do paso de hz.

- Equiparriento habitual de laboraloro,

MUESTRAS

- Swaro o plasma heporinizada’,
Ehbwaddelamﬂnha:dmz-lhnmaz-ﬂ:.

- Ona’. Diluir la muestra al 160 e agus destiods Merelar
Multiplicer e resultada obtenido por 50 factor de dikicién)
Estabilidad de 'a creztinina. 7 dias a 2-8°C.

PRCCEDIMIENTO

1. Condiciones del engaye:
Longilud de onda: . . “essiee... 4920m (490-510)
L e e . 1.tm paso de lux
Temperatura, . . . v e TG 1 15-25C

2. Ajustar el espectrofotémelro a cero fenle a agua destiada.

3. Pipetear &n una cutets:

Blanca Pairin Muesira
" (m 1.0 1.0 10
P-m%” [T - 100 =
Muestra (ul] - - 160
4. Mezclary poner en marché el crondmeiro,

8. Mhnmh.:dmummyduﬂum
segundos (Az] de la adicitn de 1a muesta,
6. Calculsr: Ad=A; - A

cALcuLOs

A Muestra -AABlasco .
E——_—-—-—ﬂ {Conc. Pairtin) = mg/dL de creatinina en i mussirs

an-m-mmm:lﬁ.#wh_

CONTROL DE CALIDAD
hmmmmmhmmwm
SPINTROL H Normal y Palvidgico (Rer. TUU2120 y 1002210),

S los valores m-mmumam.ma
instrumenta, los reactives. y el calibrador

Cada lboraiorio debe deponer su propio Contrel de Calidad y establecst
Mmdmwmhmwwmmum;

VALORES DE REFERENCIA'

Suera o plasma:

Hombres 07-14mgioL 3 B18-1237 amell

Mujares 06-1,1mghdlL = 53,0-97,2 pmolL

Orina’ 15-24 mg/Mg/24 h

Hombires 10-20mg/KpR4 h = B8- 177 umoliKgi24 h

Mujeres B-1BEmaKal24 h = 71 -177 pmokga4 h
Emuommmmhmuﬁuhqmmam
establezca sus proplos valores de referencis.

CARACTERISTICAS DEL METODO
wum:memmmmummmum
de linealded de 15 gL,
mhmkﬂnumlmhmrdurhm 1f2 con
CiNa @ ¢/L y multiplicar el resultads final por 2

Procisién:

Inirasade (n=20) | [intercere (w=20] |

Media 1,06 | 3.:8 103 [ 33
50 022 | o, 0.04 | 008
[ CVi%] 207 | 154 397 | 175 |

um-m.unmsunmm.ml,
wmmamumrmmmm.
mmlm“mmﬂmmmmm
fu.

mmmuumsnmmuw:
Ceeficiente de comrelacidn (i 0 a8%

Ecuacidn de la recta de regresion: y= 0,075x + 0047
mmummmmumm.
INTERFERENCIAS

Hemogiobina (1 g/L), Bilirrubina (55 ma/dL), intefiere’.

5e han descrid varias d y ofres substancias que interferen an fa
mhmmhm*w

NOTAS

1. -a calibracién con el Patrin acuoso puede car lugar a emores sislemsticos
en mélcdos sulomdticos, En esie caso, se recomienda ulilizar calibradores
sEricos

2 memummmmupﬂm su dispanzaciin,

3 SPINREACT dispone de instrucciones detalladas para la aplicacién de
este reactivo en distintos analizadores.

BIBLIOGRAFIA

1 MR.LCM.KM.!!ILCMCMTMC_V.MM $1 Louis.
Tororeo. Prceton 884, 1261-1266 and 418

2. Youny DS. Effects of drugt on Clinical Lab. Texs, it od AACC Press, 1958

3. Young DS Efects of dissses on Clinkeal Lok Tests, 413 od AACC 2001,

4 Buriza nuMTmucmmm.hmmtc 1863

- S muuWunGhmmuuﬂmrﬂn&uﬁMm 1595,

PRESENTACION

Ret 1001111 E 2% 150 mL
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